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คํายอ 
 

YX/S  = ผลของเซลลที่ไดตอหนวยซับสเตรทที่ใชไป 

        μ     = อัตราการเตบิโตจําเพาะ  

  



 

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ยีสต คือ รากลุมหนึง่ที่สวนใหญมีการดํารงชีวิตเปนแบบเซลลเดี่ยว จัดอยูในชั้น แอสโคไม

ซีส (Class Ascomycetes) รูปรางคลายไขคอนขางกลม ไมมีสี สวนใหญมีการสืบพันธุแบบไม

อาศัยเพศโดยการแตกหนอ (budding) ขนาดของเซลลข้ึนอยูกบัสภาวะแวดลอมที่พบ แต

โดยทัว่ไปแลว เซลลยีสตมีความกวางประมาณ 2.5-10.5 ไมครอน ยาวประมาณ 4.5-21 ไมครอน 

ผนังเซลลของยีสตมีสวนประกอบหลกัคือพอลิแซคคาไรดซึ่งพบถงึ 80-90 เปอรเซ็นต สวน

ที่เหลืออีกประมาณ 3-20 เปอรเซ็นตไดแกโปรตีน(protein) ลิปด (lipid) และเกลืออนนิทรีย 

(inorganic salt ) (Ruiz-Herrera, 1992) ซึ่งพอลิแซคคาไรดที่พบบรเิวณผนงัเซลลของยีสต ไดแก 

แมนแนน (mannan) กลูแคน (glucan) และไคติน (chitin) ซึ่งองคประกอบหลักไดแกกลูแคนและ

แมนแนน สวนไคตินนั้นพบวามีปริมาณเล็กนอยเทานั้น (Walker, 1998) อยางไรก็ตาม

องคประกอบทางเคมีภายในผนงัเซลล นั้นจะแตกตางกนัไปตามสายพนัธุที่แตกตางกนั เนื่องดวย

โครงสรางของผนังเซลลนัน้คอนขางหนา ผนังเซลลชัน้นอกจึงมหีนาที่เสริมสราง ความแข็งแรง

ใหกับเซลล นอกจากจะทาํหนาทีเ่ปนโครงสรางใหกับเซลลแลว ผนงัเซลลยังทําหนาที่ สําคัญอื่นๆ

เชนกนั เชนการกําหนดรูปรางของเซลล ซึง่เปนเอกลักษณของยีสตแตละสายพันธุ โดยเกิดจากการ

รวมตัวขององคประกอบทางเคมีที่แตกตางกนัไปในแตละสายพันธุนัน่เอง นอกจากนี้ผนงัเซลล

ชั้นในยังมีบทบาทในกระบวนการทางเอนไซมหลายๆอยางที่เกิดขึ้นภายในเซลล เชนกิจกรรมการ

ยอยสารอาหารที่นําเขามาจากภายนอกเซลล หรือกจิกรรมการยอยสลายองคประกอบของผนงั

เซลลในระหวางขบวนการเพิ่มจํานวนของเซลล (Fleet, 1991) เปนตน  

บีตากลูแคน (β-glucan)  เปนพอลิเมอรของน้ําตาลกลโูคสซึ่งเชื่อมตอกันดวยพนัธะไกลโค

ซิดิกชนิดบีตา ซึ่งโครงสรางของบีตากลูแคนนัน้มี β-1,3-glucan เปนสายหลัก (back bone) ซึง่พบ

ประมาณ 85 เปอรเซ็นตและมี β-1,6-glucan เปนกิง่ (branch chain) (Manners และคณะ, 

1973) บีตากลูแคนนั้นมีหนาทีห่ลักคือสรางความยืดหยุนใหกับผนงัเซลล ทําใหผนังเซลลมีความ

แข็งแรงและปองกันการแตกของเซลล รวมทั้งทําใหเซลลสามารถคงรูปรางอยูได  

 กระบวนการสงัเคราะหบีตากลูแคนของยสีตเร่ิมตนในชวงที่ยีสตมีการแตกหนอ เนือ่งจาก 

ยีสตจะมีการสรางผนงัเซลลข้ึนมาใหม โดยจะมีการทาํงานของเอนไซมกลูแคนซนิเธเทส (glucan 

synthetase enzyme) ซึ่งพบกิจกรรมของ เอนไซมบริเวณพลาสมาเมมเบรน (Shematek และคณะ

, 1980) 



 2 

 โดยเริ่มแรกนั้นมีการรายงานวาสาร Zymosan ที่สกัดไดจากเซลลยีสตนั้นสามารถกระตุน

กิจกรรมของระบบภูมิคุมกันได จากนั้น Manner และคณะ (1973) ไดทําการศึกษาตอมาพบวาสาร 

Zymosan นั้นคือบีตากลูแคน 

 บีตากลูแคนเริ่มเปนที่สนใจในการผลิตเนื่องจากสามารถนําไปใชประโยชนไดหลากหลาย

ดาน โดยขึ้นอยูกับความบริสุทธิ์ของบีตากลูแคน เชน ใชเปนสารใหความขนหนืดและใชเปนสาร

ทดแทนไขมันในอาหารแคลอรี่ต่ําในอุตสาหกรรมอาหาร (Temeli และ Burkus, 2000 ; 

Worrasinchai และคณะ, 2005) ทางดานการแพทยและเภสัชกรรม สามารถนํามาใชเปนสาร

กระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกาย และยังปองกันโรคมะเร็งไดอีกดวย (Hunter และคณะ 2002) 

นอกจากนี้ยังมีรายงานวาบีตากลูแคนชวยลดระดับคลอเรสเตอรอลในเลือด และลดการติดเชื้อหลัง

ผาตัดในผูปวยที่ติดเชื้องายไดเชนกัน (Ross และคณะ 1999) ทางดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง

พบวา มีการใชบีตากลูแคนเปนสวนผสมในครีมกันแดดและยังชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการสราง

คอลลาเจนของผิวหนัง  รวมทั้งยังชวยกระตุนภูมิคุมกันของผิว และลดการทําลายเซลลภูมิ

ตานทานของผิวหนัง (Zulli และคณะ 1996) 

 จะเห็นวาบีตากลูแคนมีประโยชนมากมาย  ดังนั้นจึงมีการศึกษาอยางกวางขวางเพื่อหา

แหลงผลิตบีตากลูแคนซึ่งสามารถผลิตไดจากหลากหลายแหลง เชน จากธัญพืชตางๆ ไดแก ขาว

โอต ขาวบารเลยและจากราและยีสต 

 ปจจุบันการผลิตบีตากลูแคนจากยีสตมีความสําคัญมากขึ้น เนื่องมาจากยีสตเปนสิ่งมีชีวิต

เซลลเดี่ยว สามารถควบคุมการเจริญใหอยูในภาวะที่ตองการไดโดยไมตองคํานึงถึงฤดูกาลและ

สภาพดินฟาอากาศในขณะที่การผลิตจากธัญญพืชตองคํานึงถึงปจจัยเหลานี้ อีกทั้งยีสตยังมีการ

ใชวัตถุดิบในการเลี้ยงที่ไมยุงยาก และสามารถควบคุมการผลิตใหมีผลผลิตสูงในเวลาอันรวดเร็ว 

 จากเหตุผลที่กลาวมาจึงมีผูทําการศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงยีสตเพื่อทําการ

ผลิตบีตากลูแคนให ไดป ริมาณสูง  ซึ่ งส วนมากจะทํ าการศึกษาโดยใชยี สตสายพันธุ 

Saccharomyces cerevisiae เปนตนแบบ แตอยางไรก็ตามมีรายงานพบวายีสตสายพันธุตางๆจะ

มีปริมาณบีตากลูแคนที่ตางกัน (Nguyen และคณะ, 1998 ; Kim และคณะ, 2004) นอกจากนี้ยัง

ข้ึนอยูกับองคประกอบของอาหารและภาวะที่ใชในการผลิตอีกดวย  

 ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการการคัดกรองยีสต  และการหาภาวะที่เหมาะสม

ในการเลี้ยงยีสตซึ่งใหบีตากลูแคนไดในปริมาณสูงเพื่อนําไปพัฒนาการผลิตในระดับอุตสาหกรรม

และนําบีตากลูแคนไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ ตอไป   
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 คัดกรองยีสตที่มีบีตากลูแคนในปริมาณสูงและศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลู

แคน 
 
ขั้นตอนงานวิจัย 

1. เก็บตัวอยางและคัดกรองยีสต 

2. วิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนจากยีสตที่คัดเลือกได 

 3. ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

 4. ศึกษาการผลิตบีตากลูแคนในถังหมัก 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ไดยีสตที่มีประสิทธิภาพในการผลิตบีตากลูแคนในปริมาณสูงรวมถึงทราบภาวะที่

เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน ซึ่งจะเปนขอมูลเพื่อใชพัฒนาในระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
ยีสต (Yeast) 

ยีสต คือ รากลุมหนึง่ที่สวนใหญมีการดํารงชีวิตเปนแบบเซลลเดี่ยว จดัอยูในชั้น แอสโคไม

ซีส (Class Ascomycetes) มีรูปรางหลายแบบ เชน รูปรางกลม รี สามเหลี่ยม หรือรูปรางแบบ

มะนาวฝรั่ง เปนตน  ยีสตมีขนาดใหญกวาแบคทีเรีย คือยาวประมาณ 20 ไมครอน เซลลยีสตมี

นิวเคลียส ไมมีคลอโรฟลล และไมสามารถเคลื่อนทีไ่ดดวยตัวเอง บางชนิดมีการสรางเสนใยแท 

(true mycelium) บางชนดิสรางเสนใยเทียม (pseudo mycelium) ยีสตสวนใหญมีการสืบพนัธุ

แบบไมอาศัยเพศโดยการแตกหนอ (budding) โดยเซลลที่อยูในสภาวะที่เหมาะสมสามารถแตก

หนอจากหนึง่เปนสองเซลลไดภายใน 1-2 ชั่วโมง บางชนิดมกีารสบืพันธุแบบอาศัยเพศโดยการ

สรางสปอร ทัง้ชนิดแอสโคสปอร (ascospore) และเบสดิิโอสปอร (basidiospore)  ยีสตสวนใหญ

สามารถเจริญเติบโตไดดีในชวงอุณหภูมิที ่ 25-40 oC  สามารถทนทานตอสภาวะความเปนกรดสูง

ได ถึงคา pH ที่ 3.5 เจริญไดดีทั้งในสภาวะ ที่มีและไมมีอากาศ ซึ่งเปนขบวนการทางชวีเคมีที่

สําคัญตออุตสาหกรรมการหมัก (Campbell และ Duffus, 1988) ยีสตสามารถพบไดทั่วไปทัง้ใน

ดิน น้าํ และอากาศ  บางชนิดจะรวมอยูกับแมลง หรือในกระเพาะของสัตวบางชนดิ แหลงทีพ่บมี

ยีสตมากที่สุดคือแหลงที่มปีริมาณความเขมขน ของน้ําตาลสูง เชน น้าํผลไม น้ําผ้ึง เปนตน  

 
การจัดจาํแนกประเภทของยีสต (Yeast identification) 

การจําแนกประเภทของยีสตจะตองศึกษาถึงลักษณะทัง้ทางดานสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 

และชีวเคมีประกอบกนั 

1. ลักษณะของเซลล (Phenotype) 

สังเกตจากรูปรางวาเซลลมีรูปรางกลม รี หรือรูปรางไมแนนอน สังเกตสี โดยสีที่พบ

โดยมากคือสีขาว เหลืองออน เหลืองเขม สีนวล น้าํตาลออน แดง ชมพ ู สมเปนตน 

สังเกตกลิน่ของเอสเทอร และขนาดของเซลลที่เจริญบนอาหารเหลว และอาหารแข็ง 

รวมถึงการสังเกตกลไก การเพิ่มจํานวน การจัดเรียงตัวของเซลล วาอยูแบบเซลลเดี่ยว 

เปนคู เปนกลุม หรือ เปนสาย ศึกษาการสรางแคปซูล การเกิดตะกอน (flocculant) วา

มีตะกอนมากนอยเพียงใด การเกิดฝา การเกิดตะกอนของเมือก (mucid sediment) 

ลักษณะของโคโลนี เชน เนือ้ (texture) วามีลักษณะเหลว แข็ง หรือหนืด ลักษณะของ

ผิวหนา (surface) วา มีผิวหนาเรียบ นนู ขรุขระ หรือเปนคลื่น สังเกตความนนู 
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(convex) และสังเกตขอบ (margin) วาเปนขอบเรียบ ขอบหยัก หรือขอบเวา 

นอกจากนีย้ังตองสังเกตลักษณะของการสรางเสนใยวายีสตที่ศึกษาวามีหรือไมม ี การ

สรางทัง้เสนใยแท และเสนใยเทยีม ศึกษาโครงสรางของผนังเซลล และผนังกั้น เสนใย 

รวมไปถึงลักษณะการปกคลมุโคโลนีของเสนใย 

2. ลักษณะการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 

สังเกตวายีสตที่ทาํการศึกษามีลักษณะการสืบพนัธุแบบไมอาศัยเพศวธิีการใดระหวาง

การแตกหนอ (budding) การแบงเซลลแบบฟสช่ัน (fission) หรือใชการสราง คอ

นิเดียบนกาน (stalk) หากเปนการแตกหนอ ก็ตองศึกษาตอไปวาเปนการแตกหนอ 

แบบ unipolar  bipolar  multilateral หรือ olive cell (pointed ends)  

3. ลักษณะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ 

สังเกตวายีสตที่ทาํการศึกษามีการสรางสปอรชนิดแอสโคสปอร (ascospore) หรือเบ

สิดิโอสปอร (basidiospore) รวมถงึการสังเกตลักษณะตางๆของสปอร เชน รูปราง สี 

ขนาด และการจัดเรียงตัว และจํานวนของสปอร 

4. ลักษณะทางชวีเคม ี

สามารถศึกษาการใชสารอาหาร และการเจริญของยีสตที่ทาํการศึกษา ดวยการ 

ศึกษาการใชสารประกอบคารบอน โดยการศึกษาการใชน้ําตาลชนิดตางๆ ศึกษาการ 

ใชไนโตรเจน หรือศึกษาจากการเจริญบนอาหาร ที่มีการจํากัดสารอาหารจําพวก 

วิตามนิ รวมถึงการเจริญของยีสตที่อุณภมูิตางๆ และการทาํปฏิกิริยากับสีไดอะโซ-

เนียม บลู บี (Diazonium Blue B)  นอกจากนีย้ังสามารถสังเกตไดจากโครงสรางของ

โคเอนไซมคิว (coenzyme Q) เอนไซมยูรีเอส (urease) และการสรางสารประกอบอ

มัยลอยด (amyloid) อีกดวย 

เมื่อทราบถึงลกัษณะตางๆโดยละเอียดแลว จงึนาํผลที่ไดไปเทียบกับ 

taxonomic key เพื่อระบุวายีสตที่ทาํการศึกษานั้นจัดอยูใน genus และ species ใด 

 
 (ที่มา : http://www.wdv.com/CellWorld/Yeast/index_files/image004.jpg) 

รูปที่ 2.1 ลักษณะโดยทัว่ไปของเซลลยีสต 
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องคประกอบและโครงสรางของเซลลยสีต 
 เซลลยีสตมีลักษณะเปนเซลลเดี่ยว รูปรางคลายไขคอนขางกลม ไมมีสี ยีสตที่กาํลังเจริญ 

จะพบมกีารแตกหนอ ขนาดของเซลลข้ึนอยูกับสภาวะแวดลอมที่พบ แตโดยทัว่ไปแลว เซลลยีสตมี

ความกวางประมาณ 2.5-10.5 ไมครอน ยาวประมาณ 4.5-21 ไมครอน ปริมาตร ประมาณ 40 

ลูกบาศกไมครอนตอหนึ่งเซลล น้ําหนกัแหงโดยเฉลี่ยประมาณ 1x10-10 กรัม ภายในเซลล

ประกอบดวยคารโบไฮเดรต ที่อยูในรูปของกลูแคน และแมนแนน ไนโตรเจนเฉลี่ยประมาณ 7-9% 

ของน้ําหนักเซลลแหง โดย 64-79% ของไนโตรเจน พบเปนองคประกอบของโปรตีน โดยโปรตีนจะ

เชื่อมอยูกับแมนแนน พิวรีน ไพริมิดีน กรดอะมิโน นวิคลโีอไทด ไขมัน วิตามนิและสารอินทรียตางๆ 

 

 
 

(ที่มา : http://www.bakeinfo.co.nz/school/images/yeast.jpg) 

รูปที่ 2.2 แสดงองคประกอบโดยรวมของเซลลยีสต 

 

เซลลยีสตสามารถแบงไดเปนสองสวนหลกัๆไดแกสวนของของเหลวภายในเซลล รวมถงึนวิเคลียส

และไซโตพลาสซึมที่ประกอบไปดวยโปรตีน ไขมัน วิตามิน แรธาตุตางๆ และกรดนวิคลีอิก กับสวน

ของผนังเซลลที่ทาํหนาทีห่อหุมของเหลวภายในและทําหนาที่เปน โครงสรางของเซลล 
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ผนังเซลลของยีสต(Yeast Cell Wall)    
   

 

Fibrillar   Layer 
Mannoprotein 
 

β-Glucan 
 

β-Glucan-Chitin 
 

Mannoprotein 
Plasms Membrane 

(ที่มา : http://www.imucell.com/imucell/pages/learn-beta.htm) 

รูปที่ 2.3   โครงสรางของผนงัเซลลของ yeast 

 

 โดยทัว่ไปสัดสวนของผนังเซลลของยีสตคิดเปน 20-30% ของน้าํหนกัเซลลแหง หนา

ประมาณ 70 นาโนเมตร โครงสรางของผนงัเซลลมลัีกษณะเปนโครงรางตาขาย (sieve like 

structure) ของสารในกลุมพอลิแซคคาไรด โดย 55-65% ของน้าํหนักผนังเซลลทัง้หมดพบเปน 

สารบีตากลูแคน (β-glucan) (Klis และคณะ,2002) บีตากลูแคนเปนสวนสําคัญที่มีผลตอความ 

แข็งแรงและความยืดหยุนของผนงัเซลลของยีสต สารอื่นๆที่พบบริเวณผนังเซลลไดแก แมนแนน 

(mannan) ไคติน (chitin) ฟอสเฟต (phosphate) และสารพอลิแซคคาไรดที่จับอยูกบัสารประกอบ 

อ่ืนๆ เชนโปรตีน และไขมัน ซึ่งอยูในรูปของไกลโคโปรตีน (glycoprotein) และไลโปโพลีแซคคาไรด 

(lipopolysaccharide) โดยสารประกอบเหลานี้มีปริมาณสูงถึง 80-90% ของน้ําหนักแหงของ ผนัง

เซลล (Manners และ Masson, 1973) อยางไรก็ตามองคประกอบทางเคมีภายในผนังเซลล นั้นจะ

แตกตางกนัไปตามสายพนัธุที่แตกตางกัน 

 เนื่องดวยโครงสรางของผนังเซลลนั้นคอนขางหนา ผนงัเซลลชั้นนอกจงึมีหนาที่เสริมสราง 

ความแข็งแรงใหกับเซลล นอกจากจะทาํหนาทีเ่ปนโครงสรางใหกับเซลลแลว ผนังเซลลยังทําหนาที ่

สําคัญอื่นๆเชนกนั เชนการกําหนดรูปรางของเซลล ซึง่เปนเอกลักษณของยีสตแตละสายพันธุ โดย

เกิดจากการรวมตัวขององคประกอบทางเคมีที่แตกตางกันไปในแตละสายพนัธุนัน่เอง นอกจากนี้

ผนังเซลลชั้นในยงัมีบทบาทในกระบวนการทางเอนไซมหลายๆอยางที่เกิดขึ้นภายในเซลล เชน

กิจกรรมการยอยสารอาหารที่นาํเขามาจากภายนอกเซลล หรือกจิกรรม การยอยสลาย

องคประกอบของผนังเซลลในระหวางขบวนการเพิม่จํานวนของเซลล (Fleet, 1991) เปนตน 
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องคประกอบของผนังเซลลชั้นนอกยงัมีบทบาทในการยดึติดของเซลล ไมวาจะเปนการ เกาะกลุม

ของเซลลยีสตดวยกนัเอง (Calleja, 1987) หรือการยึดเกาะกับส่ิงแวดลอมที่อาศัย อยูก็ตาม 

(Douglas, 1987) กลาวโดยสรุปแลวผนังเซลลมีบทบาทหนาที่ในการปกปองเซลล คงรูปรางของ

เซลล ปฏิสัมพันธระหวางเซลล การรับสัญญาณและสารอาหารเขาสูเซลล การยึดเกาะ และ

กิจกรรมสําคญัตางๆภายในเซลลยีสตนัน่เอง  
 
องคประกอบสําคัญของผนังเซลลยีสต (Yeast cell walll composition) 
 1. โพลีแซคคาไรด (Polysaccharide)   เปนองคประกอบหลกัของผนงัเซลลของยีสต 

น้ําตาลที่เปนองคประกอบของโพลีแซคคาไรดที่พบมากที่สุดก็คือน้าํตาลกลูโคส  และพบ กาแลค

โตส (Galactose) และแมนโนส (Mannose) ในปริมาณพอสมควร นอกจากนี้ยงัมีน้าํตาล อีก

หลายชนิดที่พบแตกตางกนัไปตามแตละสายพนัธุของยสีต เชน แรมโนส  (Rhamnose) ไซโลส 

(Xylose) อะราบิโนส (Arabinose) ฟวโคส (Fucose) และไรโบส (Ribose) เปนตน  

 โพลีแซคคาไรดชนิดทีพ่บมากในผนงัเซลลยีสตไดแก ไคติน (Chitin) ซึ่งเปนสายโพล-ี แซค

คาไรดที่ไมมีการแตกแขนง เกิดจากการรวมตัวเขาดวยกันของ N-acetylglucosamine (GlcNAc) 

ดวยพนัธะ β-1,4  ยีสตที่มสัีดสวนของไคตินในผนังเซลลสูงไดแกยีสตสายพนัธุ Apodachlya sp. 

และ Leptomitus lacteus  

 กลูแคน (Glucan) เปนโพลีแซคคาไรดอีกชนิดหนึง่ซึ่งสามารถพบไดมากกวาไคติน กลู

แคนที่พบมากในผนงัเซลลของยีสตคือ บตีากลูแคน (β-glucan) มกีารเชื่อมตอ (linkage) สาม

แบบหลักๆประกอบไปดวย แบบ β-1,3  แบบ β-1,6 และแบบ α -1,3 ซึ่งทั้งสามแบบนี้ สามารถ

พบไดในสัดสวนที่แตกตางกันไปในยีสตแตละชนิด   

แมนแนน (Mannan) พบไดมากบริเวณพืน้ผิวชัน้บนของผนงัเซลล โดยแมนแนนเปน พอลิ

เมอรของน้ําตาลแมนโนส โดยสายพอลิเมอรหลักของน้ําตาลแมนโนสนี้จะเชื่อมตอกันดวย พันธะ 

α -1,4 glycosidic linkage ของคารบอนอะตอมในสายโมเลกุล ขณะที่ สายรอง (side chain) จะ

เชื่อมตอกันดวยพนัธะ α -1,2 glycosidic linkage และ α -1,3 glycosidic linkage แมนแนนจะ

เชื่อมตอกับโปรตีนโดยพนัธะไฮโดรเจนระหวางแอสพาราจีน (asparagine) กับ N-

acetylglucosamine นอกจากนีย้ังมีการพบแมนแนนเชือ่มตออยูกับฟอสเฟตโดยผานกระบวนการ 

ฟอสโฟรีเลชนั (phosphorylation)  
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นอกจากนีย้ังสามารถพบไคโตซาน (Chitosan) โพลีกาแลคโตซามิโนไกลแคน 

(polygalactosaminoglycan) ไนจีแรน (Nigeran) และโพลีแซคคาไรดอีกหลายชนิดบนผนังเซลล 

ของยีสตได ซึ่งจะพบไดแตกตางกันไปตามแตยีสตแตและสายพันธุ และแตละชวงของการเจริญ 

ของเซลลนอกจากโพลีแซคคาไรดแลวยังสามารถพบเฮทเทอโรโพลีแซคคาไรด 

(Heteropolysaccharide) บนผนงัเซลลของยีสตบางชนิดอีกดวย เชน มวิโคแรน (Mucoran) และ 

ไกลคูโรแนน (Glycuronan) เปนตน  

 

ตารางที่ 2.1  โพลีแซคคาไรดชนิดตางๆทีพ่บที่ผนังเซลลของพวก fungi (Ruiz-Herrera J., 1992) 

 

Polymer Monomer Linkage and structure 

Chitin N-acetylglucosamine β-1,4-long unbranched polymer 

Chitosan D-glucosamine β-1,4-long unbranched polymer 

Cellulose D-glucose β-1,4-long unbranched polymer 

β-Glucan D-glucose β-1,3-linked backbone with β-1,6-link at branch 

points 

α-Glucan D-glucose α-1,3-and α-1,4 

Mannan D-mannose α-1,6-linked backbone with frequence α-1,2-and 

α-1,3-linked branches of one to five residues each 

 
2. โปรตีน (Protein)   โดยทั่วไปแลวจดัวามีปริมาณคอนขางนอยในผนงัเซลลของยีสต 

คือประมาณ 3-20% ของน้าํหนักแหงของผนังเซลล การศึกษาในชวงแรกไมพบวาโปรตีน ในผนงั

เซลล (Cell Wall Protein:CWPs) นี้มบีทบาทที่สําคญัใดๆที่แตกตางไปจากโปรตีน ที่อยูภายใน

เซลล เปนเหตุใหมีการถกเถียงกันวาโปรตีนนัน้จริงๆแลวเปนองคประกอบของผนงั  เซลลที่แทจริง

หรือไม  แตดวยการศึกษาหลายๆชิน้นํามาซึ่งหลักฐานหลายประการเชนกนั ที่สนับสนนุวาโปรตีน

นั้นเปนองคประกอบที่แทจริง โดยโปรตีนสวนใหญทีพ่บบนผนงัเซลล  ของยีสตนั้นอยูในรูปของ

สารประกอบเชิงซอนระหวางโพลีแซคคาไรดกับโปรตีน (Polysaccharide and Protein Complex) 

เชน กลูแคนโปรตีน กลูโคแมนแนนโปรตนี และแมนโนโปรตีน เปนตน โดยโปรตีนที่อยูบนผนงัเซลล

นั้นมกีารจาํแนกไว 2 ชนิดคือ 
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2.1 Glycosyl Phophatidylinositol (GPI) – dependent cell wall protein (GPI-CWPs) 

โมเลกุลของโปรตีนกลุมนีจ้ะเชื่อมตออยูกบัสวนปลายของ β-1,3-glucan โดยผาน β-

1,6-glucan ดวยพนัธะโควาเลนต สวนภายในโครงสรางจะมกีรดอะมโินซีรีน และทรี

โอนีน ทีเ่รียงตวัซ้ําๆกนั 

2.2 Protein with Internal Repeat (Pir) Protein (Pir-CWPs) โมเลกุลของโปรตีนกลุมนี ้

จะเชื่อมตออยูกับสวนปลายของ β-1,3-glucan ดวยพันธะ O-linked side chain ซึ่ง

เปนพนัธะที่สามารถทําลายไดงายโดยใชเบสออน 

นอกจากนี ้ แมนโนโปรตีนบนผนงัเซลลยงัมีคุณสมบัติพิเศษที่สามารถจะจับกับแบคทีเรียได โดยมี

การศึกษาการนําไปใชยับยั้งแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคทองรวงในสัตว (E.coli และ Salmonella 

spp.) พบวาสามารถยับยัง้การเจริญเติบโต และการเพิ่มจํานวนในระบบทางเดิน อาหารของสตัว

ได (สํานักนวตักรรมแหงชาติ, 2549) 

 3. ลิปด (Lipid)   เปนองคประกอบยอยอีกตัวหนึง่ของผนงัเซลลของยีสต ความเขมขน

ของลิปดจะแตกตางกนัไปตามสายพนัธุของยีสต โดยเฉลี่ยแลวอยูในชวง 1-10% ของน้ําหนักแหง

ของผนังเซลล ลิปดบนผนังเซลลนัน้มีทัง้แบบที่อยูอยางอิสระ (free or readily extracted) และ

แบบที่จับอยูกบัโมเลกุลอ่ืนอยู (bound lipid) โดยลิปดแบบหลังนัน้ มีปริมาณมากกวาแบบแรก

ประมาณ 2-3 เทา ลิปดบนผนังเซลลมีบทบาทในการเสริมสราง ความแข็งแรงของผนงัเซลล และ

ปองกนัไมใหผนังเซลลแหงลง (Shah และ Knight, 1978)  
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บีตากลูแคน (β-glucan)    
 บีตากลูแคนเปนพอลีแซคคาไรดที่รางกายมนษุยไมสามารถยอยได สามารถพบไดทั้งใน 

เมล็ดธัญพืช เชนขาวบารเลย ขาวโอต พบไดในแบคทีเรีย สาหราย เห็ด และยีสต โดยการผลิตบี

ตากลูแคนที่ไดรับความ นยิมสูงสุดคือการผลิตบีตากลูแคนจากยีสต เนื่องจากยีสตเปนสิง่มีชวีิต

เซลลเดี่ยว สามารถทําการ เลี้ยงใหอยูในสภาวะที่ตองการได ใชวตัถุดิบในการเลี้ยงที่ไมซับซอน 

และสามารถควบคุมการผลติ ใหมีผลผลิตสูงไดในเวลาอนัสั้น 

บีตากลูแคนทีพ่บบนผนังเซลลของยีสตนัน้ประกอบไปดวยสายโครงหลักและสายรอง

ภายในสายหลักเปนกลูโคสที่เชื่อมตอกนัดวยพนัธะ β-1,3 ซึ่งสายรองจะแตกแขนงจากสายหลกัที่

ตําแหนงพนัธะ β-1,6 (Kapteyn et al., 1996) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 โดย β-1,3-glucan สวนใหญ

จะอยูบริเวณผนังเซลลชั้นในและ β-1,3-glucan ที่มกีารแตกแขนงจะพบมากที่ผนงัเซลล ชั้นกลาง 

โดยบีตากลูแคนทาํหนาที่เสริมสรางความแข็งแรง ใหกบัผนังเซลลของยีสตนัน่เอง 

 

 

 

 
 

(ที่มา :  www.9.onc.ne.jp/~immunet/e11.html) 

รูปที่ 2.4  โครงสราง β-(1,3)/(1,6)-D-glucan 
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ประโยชนของบีตากลูแคน 
 เนื่องจากมกีารศึกษาพบคณุสมบัติของบีตากลูแคนในการกระตุนและเสริมสรางภูมิคุมกัน

ในสิ่งมีชวีิต (Riggi และ Di Luzio, 1961) จึงทําใหมคีวามสนใจถงึการใชประโยชนจากบีตา- กลู

แคนที่สกัดไดจากผนังเซลล ของยีสตกนัอยางกวางขวาง  

 การศึกษาหลายชิน้ที่สนับสนุนวาบีตากลแูคนมีสวนสนบัสนุนการทาํงานของระบบ

ภูมิคุมกันได เชนการศึกษาของ Kogan และคณะ (1989) ที่พบวาเบเกอรยีสตที่ผานขบวนการ 

carboxymethylation และ sulfoethylation สามารถตอตานการติดเชื้อแบคทีเรีย Klebsiella 

pnuemoniae ในหนูได และจากการศึกษาเพิ่มเติมโดย Chorvatovicova และคณะ (1993) พบวา 

กลูแคนที่ผานขบวนการ sulfoethylation จะมีความสามารถในการตอตานการเกดิมะเร็งในหน ู ที่

ทําการทดสอบดวยการใชโปแตสเซียมไบโครเมต (potassium bichromate) ซึ่งเกิดจากการที่ อิออ

นของ CrVI ไปจับกับหมู sulfoethyl ในกลูแคน นอกจากนี้ Vereschagin และคณะ (1994) ยัง

พบวาบีตากลแูคนที่ผานขบวนการ carboxymethylation ยังสามารถปองกนั การเกิดลิ่มเลือดใน

หนูไดอีกดวย นอกจากสองขบวนการขางตนจะชวยเพิม่ความสามารถ และประสทิธิภาพในการ

ทํางานของบีตากลูแคนแลว ตัวบีตากลูแคนที่จับอยูกับไคตินเองกย็ังมี ความสามารถในการ

ตอตานการเกดิมะเร็งไดเชนกัน (Chorvatovicova และคณะ, 1993) 

 Pelizon และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาการใหบีตากลูแคนที่ไดมาจาก S.cerevisiae  

100 มิลลิกรัมในหนู พบวามีเซลลหนูมีการผลิต IL-12p40, IL-12p70 และ TNF-α ไดสูงขึ้น และ

เมื่อทําการกระตุนดวย Streptococcus aureus พบวาหนทูี่ไดรับบีตากลูแคนมกีิจกรรมของ NK 

cell ที่สูงกวาหนูที่ไมไดรับบีตากลูแคน นอกจากนีห้นทูี่ไดรับบีตากลูแคนยังสามารถยับยัง้ การ

เจริญของ Paracoccidioides brasiliensis ไดดีกวาหนทูีไ่มไดรับบีตากลูแคนอีกดวย 

 การทดลองการฉีดกลูแคนใหกับปลาแซลมอนของ Robertsen และคณะ (1990) พบวา 

ปลาแซลมอนที่ทาํการทดลองมีความตานทานตอเชื้อ Yersinia rukeri เชื้อ Vibrio anguillarum 

และเชื้อ Vibrio salmonicida สูงขึน้ ซึ่งเชื้อเหลานี้เปนสาเหตุของโรค red mouth โรค vibriosis 

และโรค hitra ตามลําดับ โดยปลาทีท่ําการทดลองจะมภูีมิตานทานตอเชื้อเหลานี้สูงสุด หลงัจาก 

ทําการฉีดกลูแคนเขาไปเปนเวลา 3 สัปดาห จากการศึกษาถัดมาของ Engstad และคณะ (1992) 

พบวาระยะเวลาที่ผานไป 3 สัปดาหหลังจากทาํการฉีดกลูแคนเขาไปนัน้ กิจกรรมของเอนไซม ไลโซ

ไซม (lysozyme) ในปลาแซลมอนจะสงูขึ้น รวมไปถึงกจิกรรมของคอมพลีเมนต (complement) ที่

สูงขึ้นเชนกนัเมื่อเวลาผานไป 2-4 สัปดาห 
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จากการทดลองของ Williams และคณะ (1996) พบวาบีตากลูแคนสามารถชวยยับยัง้ 

การเกิดเนื้องอก การบวม และการทาํงานของสารกอมะเร็งได และยังพบอีกวาบีตากลแูคน 

สามารถชวยยดืระยะเวลาการมีชีวิตในสัตวที่ผานการปลูกถายเซลลเมลาโนมา (melanoma) 

เซลลอะดีโนคาซิโนมา (adenocarcinoma) เซลลแมมารีคาซิโนมา (mammary carcinoma) และ 

เซลลลิมโฟไซติก ลูคีเมีย (lymphocytic leukemia)  

 นอกจากการทดลองในสัตวแลว ก็มีการทดลองการนาํบตีากลูแคนมาใชในมนษุยเชนกนั 

ตัวอยางเชนการศึกษาของ Babineau และคณะ (1994) ทีท่ําการดัดแปลงพนัธุกรรมของยีสต เพือ่

ปรับปรุงบีตากลูแคน พบวาบีตากลแูคนที่ผานการปรับปรุงนั้นสามารถจับกับโมโนไซต 

(monocyte) และนิวโทรฟล (neutrophil) ไดมากขึ้น ซึ่งเมื่อนาํบีตากลูแคนนี้ไปประยุกตใชใน 

ผูปวยที่เขารับการผาตัดพบวา หลงัการผาตัดนั้นผูปวยตองการการใชยาปฏิชีวนะลดลง และใช 

เวลาในการพกัฟนสั้นลงอีกดวย นอกจากนี้ Hofer และคณะ (1995) ยังพบวาในบางครั้ง บีตากลู

แคนยังมีบทบาทเปนสารปองกนั รังส ี (radioprotective) ซึ่งจะมีประโยชนตอผูปวย ที่มีความ

จําเปนตองทาํการฉายรงัสีเปนประจํา 

 บีตากลูแคนยงัมีประโยชนในดานการบาํรุงผิวพรรณโดยจากการศึกษาของ Williams และ

คณะ (1996) พบวาบีตากลูแคนสามารถกระตุนการทาํงานของมาโครฟาจกใน langerhans cell 

ได ซึ่งเปนผลใหผิวหนงัมคีวามยืดหยุน ไมแตกแหง ดวยการคนพบนี ้ จึงทาํใหอุตสาหกรรม 

ผลิตภัณฑเสริมความงามเกดิความสนใจและตื่นตัวในการนําบีตากลูแคนมาเปนสวนผสม จาก

การทดลองใชจริงในอาสาสมัครสตรีที่มีอายุระหวาง 35-60 ป จาํนวน 150 คน พบวาผูใช สวน

ใหญมีรอยเหีย่วยนลดลงมากกวาเมื่อเปรียบเทยีบกับผูที่ไมไดใชผลิตภัณฑที่มีสวนผสม ของบี

ตากลูแคน นอกจากนี้ผิวหนงัยังมีความยืดหยุนและชุมชืน้ขึ้นอีกดวย 

 นอกจากนีย้ังพบวาบีตากลแูคนจากยีสตสามารถชวยลดระดับคอเลสเตอรอล  

(cholesterol) โดยรวมได จากการศึกษาของ Nicolosi และคณะ, 1999 พบวาเมือ่ผูปวยทีม่ี ระดับ

คอเลสเตอรอลในกระแสเลอืดสูง ไดรับเสนใยบีตากลแูคนวันละ 15 กรัม เปนเวลา 8 สัปดาห จะ

สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลรวมได โดยคอเลสเตอรอลชนิด LCL (low density lipoprotein) 

จะลดลง ขณะที่คอเลสเตอรอลชนิด HDL (high density lipoprotein) จะเพิ่มข้ึน สันนิษฐานวา

เกิดจากการทีบ่ีตากลูแคนไปชวยสนับสนนุใหเกิดการหลั่งกรดน้าํดีข้ึนมานัน่เอง 

นอกจากนี ้ Kerckhoffs และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาใหกลุมตัวอยางบริโภคน้ําสมที่มี 

สวนผสมของบีตากลูแคนเปนเวลา 2 สัปดาห รวมปรมิาณบีตากลูแคนที่บริโภค เขาไปทั้งหมด 0.5 

กรัม พบวาสามารถลดปริมาณคอเลสเตอรอลทั้งหมดในเลือดไดถึง 85 มิลลิกรัมตอลิตร 
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บีตากลูแคนชวยสงเสริมการทํางานของระบบภูมิคุมกันโดยการเขาไปจับกับเซลลหลายๆ 

ชนิดในระบบภูมิคุมกันที่มมีาแตกําเนิด (non specific immune system) เชน มาโครฟาจก และ

นิวโทรฟล โดยจับกนัตรงตําแหนงรับบีตากลูแคน (β-glucan receptor) ซึ่งพบวามาโครฟาจก 

สามารถจับกบับีตากลูแคนไดดีกวาเซลลในระบบภูมิคุมกันตวัอื่นๆ (Lee และคณะ, 2001) และ

เมื่อเซลลภูมิคุมกันไดจับกับบีตากลูแคนแลวเซลลเหลานั้นจะถูกกระตุนใหเกิดการสราง

สารประกอบตางๆเพื่อตอตานสิ่งแปลกปลอม 

 ความสามารถในการกระตุนขางตนนั้นเกิดจากการที่บีตากลูแคนมีโครงสรางเปนแขนง 

โดยบีตากลูแคนที่สามารถกระตุนภูมิคุมกันไดดีควรมคีา degree of polarization อยูระหวาง 0.2 

ถึง 0.3 ซึ่งแสดงวาบีตากลูแคนนัน้มีโครงสรางแบบเกลยีวแบบ triple helix  และหมู hydrophilic 

group ที่ผิวนอกของเกลียวยังจะชวยเพิม่ความสามารถในการกระตุน ระบบภูมิคุมกันไดอีกดวย 

(Bohn และ BeMiller, 1995)  

 นอกจากประโยชนทางดานการแพทยแลว ดวยคุณสมบัติอ่ืนๆของบีตากลูแคน ทําใหมี 

การนาํไปประยุกตใชใหเกิดประโยชนอีกในหลายดาน เชน คุณสมบัติของบีตากลแูคนที่ไมละลาย 

น้ําที่อุณหภูมหิอง แตมีคณุสมบัตทิี่สามารถอุมน้ําและทําใหเกิดความหนืดกับสารละลาย รวมถึง 

ความสามารถในการดูดซับน้ํามนั จงึทาํใหมีการนําบีตากลูแคนมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน 

ใชเปนสารที่ทาํใหเกิดความคงตัวในระบบอิมัลชัน (emulsion stability) ซึ่งชวยในการลดแรง ตึงผิว

ระหวางอนุภาคน้ํากับน้ํามัน ตลอดจนใชเปนสารใหความหนืด เปนตน (Kollar และคณะ, 1992) 

ตัวอยางการนาํไปใชเชนการนําบีตากลูแคนไปใชในผลิตภัณฑมายองเนสเพื่อทดแทนไขมัน (fat 

replacer) (Worrasinchai และคณะ, 2005)  
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แหลงของบตีากลูแคน 
บีตากลูแคนนัน้นอกจากสามารถพบไดทีผ่นังเซลลของยีสตแลวยังสามารถพบไดจาก

แหลงอื่นๆในธรรมชาติไดอีกดวย ซึง่แหลงของบีตากลูแคนที่มีผูเคยทาํการศึกษาไดแก 

 

Beta Glucan 

Type 
Structure Description 

Bacterial 
 Linear β1,3-glucan 

(Curdland) 

Fungal 
 Short β1,6-glucan branched β1,3-glucan 

(i.e. Schizophyllan) 

Yeast 
 Long β1,6-glucan branched β1,3-glucan 

(WGP Beta Glucan, BetafectinTM) 

Cereal 
 Linear β1,3/β 1,4-glucan 

(i.e. oats,  barley, rye) 
 

(ที่มา :  http://www.imucell.com/imucell/pages/learn-beta.htm) 

รูปที่ 2.5 แสดงรูปแบบของบีตากลูแคนในแหลงตางๆ 

 
บีตากลูแคนในเมล็ดธัญพืช (Cereal β-glucan) 

บีตากลูแคนทีพ่บในเมล็ดธญัพืช เชน ขาวบารเลย ขาวโอต ขาวไรน และขาวสาลี 

สวนมาก จะเปนบีตากลูแคนสายตรงของ β-1,3-glucan และ β-1,4-glucan อยูปะปนกนัในผนงั

เซลลของเอนโดเสปรมของเมล็ดธัญพืชขางตน เมื่อทําการสกัดบีตากลูแคน จากขาวโอตพบวา มบีี

ตากลูแคนสายตรงที่ประกอบดวย 4-O-linked β-D –glucopyranosyl unit ประมาณ 70% และ 3-

O-linked β-D –glucopyranosyl unit ประมาณ 30% โดย β-1,3-glucan โดยมากจะพบอยูเดีย่วๆ 

ขณะที่ β-1,4-glucan มักพบเปนกลุม (Ren et al., 2003) โดยปกติบีตากลูแคนทีพ่บในธัญพืช

สวนมาก มีลักษณะเปนเกลยีวสุม (random coil)  

 

 

 

 

(ที่มา :  http://www.lsbu.ac.uk/water/hygly.html) 

รูปที่ 2.6 โครงสรางของ β-(1,3),(1,4)-D-glucan ซึ่งพบในเมล็ดธัญพชื 
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บีตากลูแคนในสาหราย   

พบ β-glucan ในรูปแบบของแหลงกักเกบ็พลังงานทีเ่รียกวา Laminarin โดยสาหรายจะ

ผลิต Laminarin ออกมาโดยขบวนการสังเคราะหดวยแสง ซึง่ Laminarin นี้ก็คือ hydrophilic β-

1,3-glucan (รูปที่5) นั่นเอง  Laminarin นี้เปนแหลงอาหาร สําหรับสัตวทะเล หลายชนิด และรวม

ไปถึงมนษุยทีน่ําเอาสาหรายนัน้มาปรงุอาหารดวย 

Laminarin มปีระโยชนมากมาย เชน นําไปใชในการผลติสบู และแกว, ใชเปน thickener 

ในอุตสาหกรรมไอศกรีม เจลลี่  และยาสีฟน และเมือ่ใช Laminarin กับพืชพวกยาสูบ พบวา

สามารถปองกนัแบคทีเรียกอโรคไดอีกดวย 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ที่มา :  www.immunocrop.com/beta-glucan/bio_reserch.cfm) 

             รูปที่ 2.7  โครงสรางของ laminarin ทีพ่บในพวกสาหราย 

 

 
บีตากลูแคนในแบคทีเรีย 

บีตากลูแคนทีพ่บในแบคทีเรียมีชื่อเรียกอกีอยางหนึ่งวาเคิรดแลน (Curdlan) เปนเอกโซ- 

พอลีแซคคาไรดสายตรงของ β-1,3-glucan ไมมีแขนง มีคา degree of polymerization ประมาณ 

450  เคิรดแลนเปนบีตากลแูคนที่มีความสามารถในการกระตุนภูมิคุมกันของมนษุยได 
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บีตากลูแคนในยีสต 
บีตากลูแคนในยีสตพบไดในยีสตทัว่ไป โดยเปนองคประกอบหลักของผนงัเซลลยีสต 

โดยทัว่ไปแลวบีตากลูแคนในผนงัเซลลของยีสตมีอยูสามแบบหลักๆคอื 

β-1,3-glucan จัดเปนโครงสรางหลกัของบีตากลูแคน มีคา degree of polymerization 

ประมาณ 1,500  มีมวลโมเลกุลเฉลี่ย 240,000  เสนใยที่พบยาวทีสุ่ดประมาณ 600 นาโนเมตร 

เสนผานศูนยกลางประมาณ 10-30 นาโนเมตร มีลักษณะทั้งแบบที่เปนเสนใย (fibrous) แบบที่ ไม

มีรูปรางแนนอน  (amorphous) และแบบเกลียว (helical conformation) โดยเกลียวนัน้อาจ 

ประกอบดวยพอลีแซคคาไรดสายเดี่ยว หรือสายที่มี พนัธะไฮโดรเจน 3 พันธะก็ได ซึ่งแบบหลงั จะ

ทําใหเกิดโครงสรางทีเ่รียกวาทริปเปลเฮลิกซ (triple helix) การแตกแขนงออกจากบีตากลูแคน 

สายหลกันัน้จะเกิดขึ้นที่ตําแหนงหมูไฮดรอกซีที่ 6 (6-hydroxy group) ซึ่งการแตกแขนงออกมานี้ 

จะไมสงผลตอการบิดเปนเกลียวของบีตากลูแคน แตหากสายรองทีแ่ตกแขนงออกมามีความยาว 

มาก ก็อาจเปนสาเหตุใหเกดิเปนโครงขายเสนใย และหากสายรองมคีวามยาวไมมาก ก็อาจเปน 

สนับสนนุใหเกิดโครงสรางแบบเกลียวแบบ triple helix (Saito, 1991) 

β-1,6-glucan พบรวมอยูกบั β-1,3-glucan มีประมาณ 5% ของน้าํหนักแหงของ ผนงั

เซลล เปนบีตากลูแคนที่มีโครงสรางลักษณะเปนแขนง ทําหนาที่เชื่อมแตละองคประกอบ ในผนัง

เซลล (Koller et al., 1997) เชนการเชื่อมตอระหวาง GPI-dependent cell wall protein กับ β-

1,3-glucan เปนตน เซลลยีสตที่ขาดความสามารถในการสราง β-1,6-glucan จะขาดการ 

ประกอบกันขององคประกอบตางๆใหกลายเปนผนังเซลล ทาํใหมผีลกระทบอยางรุนแรงตอการ 

เจริญของเซลล 

α -1,3-glucan ในยีสตทัว่ๆไปจะพบบีตากลูแคนรูปแบบนี้ในสัดสวนที่นอยกวาบีตา -กลู

แคนสองแบบแรก อยางไรก็ตามพบวายีสตที่เปนอนัตรายหรือเปนยีสตที่สามารถกอโรคได เชน 

Cryptococcus และ Blastomyces dermatitidis นัน้จะมีสัดสวนของ α -1,3-glucan อยูสูงกวา 

ยีสตที่ไมไดเปนยีสตกอโรค มีการศึกษานาํยีสตกอโรค Paracoccidioides brasiliensis มาทําการ 

เลี้ยงในหลอดทดลองไประยะหนึ่งพบวาปริมาณของ α -1,3-glucan บนผนงัเซลลนั้นมีการลดลง 

จาก 45% เหลือเพียง 3% เทานั้น 
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การสังเคราะหบีตากลูแคนของยสีต 
 กระบวนการสงัเคราะหบีตากลูแคนของยสีตเร่ิมตนในชวงที่ยีสตมีการแตกหนอ เนือ่งจาก 

ยีสตจะมีการสรางผนงัเซลลข้ึนมาใหม โดยจะมีการทาํงานของเอนไซมกลูแคนซนิเธเทส (glucan 

synthetase enzyme) ซึ่งพบกิจกรรมของ เอนไซมบริเวณพลาสมาเมมเบรน (Shematek et al., 

1980) การสรางผนงัเซลลของยีสตเร่ิมดวยการสราง β-1,3-glucan โดยมีโปรตีน Fks1p/Fks2p 

และ Rho1p เขามาชวยในการควบคุมการสังเคราะห  สําหรับ β-1,6-glucan นั้นอาจสังเคราะห 

ข้ึนมาไดจากการใช β-1,3-glucan เปนตัวตั้งตน หรืออาจมีการสรางจากบริเวณอืน่ แลวจึงมีการ 

ขนสงมาเชื่อมตอเขากับ β-1,3-glucan อีกทหีนึง่ แลวจึงมีแมนโนโปรตีน และไคติน ตามเขามา 

เชื่อมตอดวยตามลําดับ (Roh et al., 2002) 

  โปรตีนที่ไดกลาวไปขางตน เชน Rho1p หรือ GTP-binding protein มีการสรางมาจาก 

ยีน RHO1 นั้นทํางานโดยการเขาไปกระตุนการทํางานของเอนไซมบตีา 1,3 กลแูคนซินเธเทส 

(Beta 1,3 glucan synthetase) อยางไรก็ดีเอนไซมที่มบีทบาทในการสังเคราะห บตีากลูแคนนัน้ 

ไมได ทํางานเพียงแคตัวเดยีว แตเปนการทํางานรวมกันของเอนไซมหลายๆตัว จากการทดลอง ทาํ

ใหเกิดการกลายพนัธุของยนี KRE6 ที่มีความสาํคัญตอการสรางทั้ง β-1,3-glucan และ β-1,6-

glucan กลบัพบวายีสตยงัสามารถสรางบีตากลูแคนไดอยู ถงึแมจะมีประสิทธภิาพลดลงก็ตาม 

(Roemer et al., 1994) นอกจากนี้ยงัมกีารศึกษาโดยการทาํใหเกิดการกลายพนัธุของยีน FKS1 

และ FKS2 ซึ่งเปนยีนสาํคญัในการสราง β-1,3-glucan อีกชุดหนึ่ง พบวาเมื่อไมมกีารทาํงานของ 

Fks1p และ Fks2p พบวาเซลลผลิต β-1,3-glucan ไดลดลง และเปนผลใหเซลลไมอาจเจริญได 

(Mazur และ Baginsky, 1996) 
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ปจจัยที่มีผลตอการสรางบีตากลูแคน 
บีตากลูแคนเปนองคประกอบที่สําคัญในผนังเซลลของยีสตซึ่งจะเกิดการสรางเมื่อเซลลมี

การแบงตัว ดังนัน้หากตองการผลิตบีตากลูแคนใหมีปริมาณมากจึงสามารถทําไดโดยเพิ่มจาํนวน

เซลลยีสตใหมปีริมาณมากๆซึ่งปจจัยที่มีความสาํคัญตอการเจริญของยีสตแบงไดเปน 4 ปจจัย

หลัก ไดแก 

1. แหลงอาหาร โดยแหลงอาหารหลักๆที่มีความสําคญัตอการเจริญเติบโตของยสีต ไดแก 

แหลงคารบอน ซึ่งยีสตนําสารประกอบคารบอนที่ไดไปใชในการสรางพลังงานใหกับเซลล โดยผาน

วิถีไกลโคไลซสิ (glycolytic pathway) และวัฎจักรเครบส (Kreb’s cycle) โดยพลังงาน ที่ไดจะถูก

นําไปใชในกิจกรรมการเจรญิและการเพิม่จํานวน สารประกอบคารบอนทีย่ีสตสามารถ นาํมาใชได

ดีไดแก น้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตส แมนโนส และซูโครส นอกจากนีย้ีสตยังสามารถใช กรดแลคติก 

กรดทารทาริค กรดซัคซนิิค กรดอะซิติก กรดไกลโคลิค รวมถึงเอทานอลเปนแหลง คารบอนไดอีก

ดวย (Burrows, 1970)  แหลงไนโตรเจน โดยยีสตจะนาํไนโตรเจนที่ไดจากอาหาร ไปใชโดยการ

เปลี่ยนใหเปนกรดอะมิโน กรดนิวคลีอิค โปรตีน และองคประกอบอื่นๆ  ธาตุอาหาร อ่ืนๆเชน 

ฟอสฟอรัส โดยยีสตใชฟอสฟอรัสในการสรางพลงังาน สังเคราะหสารจาํพวกนิวคลีโอ- โปรตีน และ

สารประกอบอืน่ๆ รวมถึงชวยในการรักษาคาความเปนกรด-ดางในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Rose และ 

Harrison, 1970) นอกจากนี้ยีสตยงันาํซลัเฟอรจากอาหารเขาไปใชในกระบวนการที ่ เกี่ยวของกบั

การทาํงานของเอนไซมเพอรมิเอส (permease) (Jones, Pamment และ Greenfield, 1981) ธาตุ

อาหารที่สําคญัยังรวม ไปถึงวิตามนิ ซึ่งชวยในการควบคุมเมตาบอลิสมของยีสต โดยวิตามนิเปน

สารตั้งตนที่สําคัญในการทาํงานของเอนไซม (Jones และคณะ, 1981) 

2. ออกซิเจน การใหออกซเิจนจําเปนตอการเจริญเติบโตของยีสต เนื่องจากกระบวนการ 

สรางพลงังานในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนของยีสตนัน้จะมกีารสรางเอธานอลออกมา เปนผลให การ

เจริญของยีสตเปนไปอยางไมมีประสิทธิภาพ 

3. อุณหภูมิ โดยปกติแลวยีสตแตละสายพันธุก็จะมีอุณหภูมทิี่เหมาะสมที่ทาํใหเซลล 

สามารถเจริญเติบโตไดดีที่สุด หรือสามารถใชสารอาหารไดอยางมีประสิทธิภาพที่สุด ที่แตกตางกนั 

อยางไรก็ดี จากการศึกษาพบวา ชวงอณุหภูมิที่เหมาะสมทีย่ีสตจะสามารถเจริญไดดอียูระหวาง 

20 – 40 องศาเซลเซียส (White, 1954)  

4. คาความเปนกรด-ดาง เชนเดียวกับอุณหภูมิ ยีสตแตละสายพันธุสามารถเจริญไดดี ใน

สภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางที่ตางกนัไป แตชวงความเปนกรดเบสที่ยีสตสวนใหญสามารถ 

เจริญไดดีอยูระหวาง 3.5 – 7.0 (Rose และ Harrison, 1971)  
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การสกัดบีตากลูแคนจากผนังเซลลยสีต 
 หลักการเบื้องตนของการสกดัคือการทําใหเซลลแตกเสียกอน โดยการทําใหเซลลแตกนี้ 

สามารถทําได 3 วิธ ีคือ วิธทีางกายภาพ ทางเอนไซม และทางเคม ี เมือ่เซลลแตกแลวจึงนําไป ปน

เหวีย่ง (centrifuge) เพื่อแยกตะกอนออกมา ตะกอนที่ไดจะเปนผนังเซลลของยีสต แลวจึงนํา ผนัง

เซลลที่ไดไปทาํการสกัด การสกัดบีตากลูแคนจากผนงัเซลลยสีตสามารถแบงออกไดเปน 2 วธิี

หลักๆ คือ การสกัดดวยเอนไซม และการสกัดดวยกรรมวิธีทางเคมี โดยบีตากลูแคนที่สกัดได ก็จะมี

ความบริสุทธิท์ี่แตกตางกันออกไป เนื่องจากจะมีสารทีเ่ปน intracellular molecule ปนเปอน อยูใน

ปริมาณที่แตกตางกนันัน่เอง 

 
การทาํใหเซลลแตก 

 กรรมวธิีทางกายภาพหรอืทางกล 
 เครื่องมือหนึ่งที่เปนทีน่ิยมใชในการทําใหเซลลแตกดวยวิธีทางกลคือเครื่องโฮโมจีไนเซอร 

โดยเครื่องนีท้าํงานโดยใชแรงดันสูงถึง 20,000 ปอนดตอตารางนิว้ โดยเครื่องจะดันของเหลวขน 

ของยีสตเขาไปในเครื่องผานชองเลก็ๆจึงทําใหเกิดแรงเฉือน (liquid shear) ที่ทาํใหผนังเซลลฉีก 

ขาดนั่นเอง (Jazwinski, 1990) วธิีนี้ใหผนงัเซลลที่คอนขางบริสุทธิ์ แตเครื่องมือที่ใชมรีาคาแพง 
 กรรมวธิีทางเอนไซม 
 การใชเอนไซมในทีน่ี้หมายถงึการใชเอนไซมจากภายนอก โดยใชเอนไซมในการยอยผนัง 

เซลลของยีสต ตัวอยางเชน เอนไซมไลโซไซม เอนไซมที่สกัดไดจากจุลินทรีย เม็ดเลือดขาว หรือ

หอยทาก เปนตน วิธีนีก้็จะทําใหเราไดผนังเซลล ที่มีความบริสุทธิ์สูงเชนกนั แตเอนไซมที่ใชมกัมี

ราคาแพง 

 การใชเอนไซมอาจหมายรวมถึงการใชเอนไซมภายในตวัของยีสตเองหรือที่เรียกวา การ

ยอยสลายตัวเองของยีสต  (Yeast Autolysis) โดยเราสามารถกระตุนใหยีสตเกิดขบวนการนี้ ได

โดยการควบคมุสภาวะตางๆ ไดแก อุณหภูมิ ความเปนกรดเบส เวลา และความเขมขนของสารที่

ใสไปกระตุน ภายใตสภาวะที่ควบคุมนี้ จะทําใหระบบเมตาบอลิซึมของยีสตทาํงานผิดไป สงผลให

เซลลยีสต ตายและมีการยอยสลายตวัเองตามมา 
 กรรมวธิีทางเคมี 
 การใชสารเคมใีนการยอยสลายยีสตแบงออกเปน 2 ขบวนการหลักๆคอื  

1. พลาสโมไลซิส (plasmolysis) โดยการใชสารพลาสโมไลส (plasmolysing agent) ซึ่ง

โดยมากแลวจะเปนตัวทาํละลายอินทรียที่ไมมีข้ัว เชน โทลูอีน คลอโรฟอรม ไอโซโพร 

พานอล และอะซีเตทเอสเทอร เปนตน หรือจะใชสารละลายน้ําตาลความเขมขนสงูก็

ได โดยสารทีน่ิยมใช คือโซเดียมคลอไรด (Kelly, 1983) เนื่องจาก สามารถชวย
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ปองกนัการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนๆได เมื่อเซลลยสีตอยูภายใต สภาวะที่มีความ

เขมขนภายนอกที่สูง จงึสงผลตอแรงดันออสโมติกในเซลลยีสตเปนผลใหเกิดการ

สูญเสียสมดุลของน้ํา ทําใหพลาสมา เมมเบรนเกิดการหดตัว และเกดิการรั่วไหลของ

องคประกอบภายในเซลลออกมาจนหมด ทําใหสามารถ ที่จะแยกผนงัเซลล ได 

(Reed และ Nagodawithana, 1991)  
 

 
 

(ที่มา : http://www.avogel.ca/en/shop/health_food/biostrath_elixir.php) 

รูปที่ 2.8 เซลลยีสตที่เกิดการพลาสโมไลซสิ 

 

2. ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) โดยการใชกรดเกลือเขมขนรวมกับความรอน โดยจะชวย 

ยอยสลายสารโมเลกุลใหญภายในเซลล เชน คารโบไฮเดรต โปรตีน และกรดนิวคลอิีก 

ใหมีโมเลกุลทีเ่ล็กลง และมคีวามสามารถในการละลายน้ํามากขึน้ ผลที่ไดจะประกอบ 

ดวยยีสตไฮโดรไลเสต ซึ่งประกอบดวยเกลือ 40% ปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด 13% 

และปริมาณแอลฟาอะมโินไนโตรเจน 8% และผลพลอยไดที่เหลอืเปนผนงัเซลล 

(Reed และ Nagodawithana, 1991) 
 
 

วิธีการสกัดบตีากลูแคนจากผนังเซลลยสีต 
สามารถทําไดโดยการใชเอนไซม หรือการใชสารเคมีในการสกัด โดยการใชเอนไซม จะให

ผลผลิตคือบีตากลูแคนที่มีความบริสุทธิ์กวา แตวาตนทนุที่ใชในการผลติจะสูงกวามาก 

1. การสกัดโดยวธิี alkali-acid hydrolysis เปนวิธกีารดั้งเดิมที่ยงัคงมีความนิยม และมี

การนาํไปใชมากในเชิงการคา เนื่องจากมตีนทนุต่ํา และกรรมวิธีไมซบัซอน แตวาบี

ตากลูแคนที่ไดก็จะมีความบริสุทธิ์ต่ําเชนกัน การสกัดดวยกรด-ดางนี้เร่ิม โดยการนํา

เซลลยีสตมาสกัดดวย 1 N NaOH ที่อุณหภูมิ 70OC เปนเวลา 1 ชั่วโมง สารละลาย

ดางจะสกัดโปรตีน แมนแนน กลูแคนที่ละลายไดในดาง กรดนวิคลีอิก และลิปดทีม่ีข้ัว
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ออก สวนที่เหลือที่ไมละลายออกไปไดแก β-1,3-glucan, β-1,6-glucan-

glycoprotein ซึ่งจะถกูสกัดตอไปดวย 1 N acetic acid ที่อุณหภูมิ 90OC 

เปนเวลา 1 ชัว่โมง สารละลายกรดจะทําลายพนัธะโควาเลนตระหวาง β-1,3-glucan, 

β-1,6-glucan-glycoprotein ซึ่งเปนผลใหโมเลกุลของไกลโคเจนมีขนาดเล็กลงจน 

สามารถละลายออกมาได รวมทัง้สามารถสกัดเอาไคติน ไคโตซาน และโปรตีนทีย่ัง 

ตกคางอยูออกมาไดดวย สวนบีตากลูแคนนัน้อาจถูกสกัดเอาเฉพาะสวนของแขนง 

ออกไปเทานั้น อยางไรก็ตามบีตากลูแคนที่เหลืออยูนัน้ อาจมีความบริสุทธิ์แคเพียง 

50% (w/w) เนื่องจากยงัคงมโีมเลกุลขององคประกอบอื่นๆปนเปอนอยูนัน่เอง 

(Synowiecki และ Nadia Ali, 2003) มีการศึกษาพบวาหากมกีารนําวิธีการทาํให 

เซลลแตกดวยเครื่องโฮโมจีไนเซอร หรือเครื่องอัลตราโซนิคกอน ก็จะสามารถชวยเพิ่ม

ผลผลิตและความบริสุทธิ์ของสารสกัดบีตากลูแคนได (Thammakiti และคณะ, 2002) 

ยิ่งไปกวานั้นหากทาํการสกัดดวยกรด-ดางรวมดวยการสกัดดวยตัวทําละลาย พบวา

สามารถสกัดบีตากลูแคนทีม่ีความบริสุทธิ์ไดถึง 96% (w/w) และมีปริมาณ ผลผลิต

ประมาณ 13% (w/w) ของเซลลยีสต (Jamas, Rha และ Sinskey, 1991) อยางไรก็ดี 

การใชกรด-ดางในการสกัดเอาบีตากลูแคนนัน้ สามารถใหผลผลิตของ บีตากลูแคนได

ในปริมาณที่ต่ํา โดยมีสาเหตุมาจากการทําลายสายพอลิเมอรของ บีตากลูแคนโดย

กรดและดางทีใ่ชนั่นเอง (Williams และ Lunzig, 1980)  

2. การสกัดดวยเอนไซมโปรติเอส รวมดวยการใชน้าํรอน เปนวิธทีี่สามารถชวยลดความ 

เสียหายของสายบีตากลูแคนได ทาํไดโดยการสกัดดวยน้าํรอนเปนอันดับแรกเพื่อ 

สกัดเอาองคประกอบของผนงัเซลลที่ละลายน้ําไดออกไปกอน แลวสกัดโปรตีนดวย 

เอนไซมโปรติเอส และจึงทําการสกัดไขมันออกดวยตวัทาํละลายอนิทรีย ดวยวิธีนี้ 

สามารถสกัดบีตากลูแคนทีบ่ริสุทธิ์ไดถึง 85% และไดปริมาณผลผลิตสูงถึง 26% 

(w/w) ของเซลลยีสต (Freimund และคณะ, 2003)  
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การเพาะเลี้ยงยีสตในอุตสาหกรรม 
 การเพาะเลีย้งยีสตในถงัหมกัเปนที่นยิมในการใชงานจริงในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจาก 

ถังหมักชวยใหสามารถเลีย้งเชื้อไดในปริมาณมาก และสามารถควบคุมสภาวะตางๆได และชวย 

ปองกนัการปนเปอนของเชือ้ชนิดอื่นๆไดอีกดวย 

 ถังหมักโดยทัว่ไปจะมีลักษณะเปนทรงกระบอก ทําดวยวัสดุทีท่นทานตอกรด-ดาง เชน 

แกว และสแตนเลส เปนตน ภายในประกอบไปดวยใบพดัสําหรับกวนอาหาร ทอพนอากาศ  บาฟ

เฟล (baffle)  และทอสําหรับเติมสารเคมตีางในการควบคุมสภาวะภายในถังหมัก  

 การเลี้ยงยีสตในถังหมกันัน้ควรเลี้ยงในปริมาณที่ไมเกนิ 75% ของความจุของถังหมัก เพื่อ

ปองกนัไมใหอาหารเกิดการลนออกนอกถงัหมกัในกรณีที่มีการเกิดฟอง ทัง้นี้เพื่อปองกนัการ 

ปนเปอนของอาหารดวยอีกทางหนึง่ (Nagodawithana, 1991)  

 การกวนของใบพัดภายในถงัหมกัจะชวยใหยีสตสามารถผสมผสานเขากับทั้งอาหาร และ 

ออกซิเจนในอาหารไดอยางทั่วถงึ กลาวคือใบพัดจะทาํการกวนอาหารใหเขากนั ขณะเดียวกนัก็ 

เปนการตีฟองอากาศในอาหารใหมีขนาดเล็กลง รวมทัง้กวนใหยีสตกระจายในอาหารอยางทั่วถึง  

 การใหอากาศโดยทัว่ไปจะใหอากาศจากทางดานลางของถังหมกั โดยการอัดอากาศผาน 

เครื่องกรองเชือ้ และผานทอขนาดพอเหมาะที่จะสงอากาศเขาไปในถังหมัก ปริมาณของอากาศที่ 

สงเขาไปในระบบถังหมักจะตองพอเหมาะกับที่เชื้อตองการ และตองควบคุมปริมาณใหคงที ่ เพือ่ 

หลีกเลี่ยงการเกิดฟองนั่นเอง  

 ในกรณีที่เกิดฟองขึ้น โดยมากฟองจะเกดิมากในชวงทีย่ีสตกําลงัเจรญิเติบโต เนือ่งจาก 

ยีสตจะมีการขับสารเคมีบางชนิดออกจากเซลล เปนผลใหน้าํหมกัมคีวามหนืดสงูขึ้น ซึง่ทําให 

อัตราการกวนของใบพัดสูงขึน้ตามลาํดับ ฟองที่เกิดข้ึนนี้จะถูกควบคุมโดยการเติมสารกําจัดฟอง 

(antifoam) ลงไปเล็กนอย หากเติมมากเกินไปจะสงผลกระทบตอการละลายของออกซิเจนใน น้ํา

หมักได (Finn, 1967) 

ระบบที่มีความสําคัญในถงัหมักอกีระบบหนึง่คือระบบควบคุมอุณหภูมิ โดยถงัหมักจะมี 

ทั้งระบบหลอเย็นและระบบทําความรอน ระบบนี้จะควบคุมอุณหภูมิของน้ําหมกัภายในถังหมัก ให

คงที่อยูตลอด โดยสามารถตัง้คาอุณหภูมิใหเหมาะสมกบัที่ยีสตตองการในการเจริญ 

 ความเปนกรด-ดางภายในถงัหมกัจะถูกตรวจสอบโดยแทงวัด (probe) อยูตลอดเวลา เมื่อ

คาความเปนกรดหรือดางเปลี่ยนแปลงไปจากที่ตั้งเอาไว จะมกีารสูบเอากรดหรือดางเขาสู ระบบ

เพื่อปรับคาความเปนกรด-ดางใหคงที่อยูเสมอ  
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งานวจิัยที่เกีย่วของกับการผลิตบีตากลูแคน 
มีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตบีตากลูแคนทีถู่กตีพมิพออกมาจาํนวนไมมากนัก เนื่องจาก 

บีตากลูแคนเปนผลิตภัณฑทางอุตสาหกรรมที่มีมูลคาสงู องคความรูที่มีประโยชนสวนมากจะถูก 

พัฒนาโดยองคกรทางธุรกิจ และความรูที่ไดจะถูกเก็บไวเปนเอกสทิธิ์ของบริษัทนัน้ๆ อยางไรก็ดี 

การศึกษาเกี่ยวกับบีตากลูแคนบางสวนทีต่ีพิมพออกมา ก็ชวยเปนพื้นฐานความรูสําหรับการวจิัย 

บีตากลูแคนไดบาง 

 มีการศึกษาการผลิตบีตากลูแคนที่ละลายไดในน้ําโดยอาศัยการเพาะเลี้ยงยีสตสายพนัธุ  

S. cerevisiae KCTC7913 ดวยวธิีการหมัก 3 แบบ พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อดวยวธิีการหมักแบบ 

batch จะพบมีปริมาณบีตากลูแคนสูงที่สุดในชวง early stationary phase และเมื่อเลี้ยงดวยวธิี 

continuous จะพบมีปริมาณบีตากลูแคนสูงสุดเมื่อใชอัตราการเจือจาง (dilution rate) ต่ํา แต

พบวาวิธกีารหมักที่ดทีี่สุดในการเลี้ยงยีสตเพื่อผลิตบีตากลูแคนคือวิธีแบบ fed-batch คือมี 

ปริมาณบีตากลูแคนที่ละลายไดในน้ําที่ผนงัเซลล 0.13 กรัมบีตากลแูคนตอน้ําหนกัแหง และมี

อัตราการผลิตที่ 0.095 กรัมบีตากลูแคนตอลิตรตอช่ัวโมง อยางไรกต็ามองคประกอบของ ผนงั

เซลลของยีสตจะแตกตางกนัไปขึ้นอยูกับสายพนัธุของยีสต (Kim และ Yun, 2006)  

 กอนหนานัน้ในป 2004 Selbmann และคณะ ไดทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงเชื้อรา 

Botryospaeria rhodina ในถังหมัก 3 แบบตางๆกนั คือถังหมักแบบกวน (stired tank reactor) ที่

ใบพัดตางกนั 2  ถัง และถงัหมักแบบ air lift ตัวอีก 1 ถัง พบวาเชื้อสามารถผลิตบีตากลูแคนได

ดีกวาเมื่อใชถงัหมกัแบบ air lift กลาวคอืหากใชถังหมกัแบบกวนจะสามารถผลิตบีตากลูแคนได

เพียง 0.42 กรัมตอลิตรตอ ชั่วโมง ในขณะที่ถงัหมกัแบบ air lift ชวยใหผลิตบีตากลแูคนไดที่ 1.17 

กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 

 การศึกษาของ Flieger และคณะ ในป 2003 พบวา เมือ่ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อราสายพนัธุ 

Claviceps viridis CBS 125.63 ในถงัหมกัปริมาตร 5 ลิตร ชนิดกวน เปนเวลา 7 วนั โดยไมมีการ 

ควบคุมคาความเปนกรด-ดางภายในถงัหมัก เชื้อสามารถผลิตพอลแิซคคาไรดนอกเซลลได 1.9 

กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน โดยเฉพาะอยางยิง่ในวันที่ 3 ของการหมักพบมีกิจกรรมของ 

เอนไซมกลูคาเนสสูงที่สุด และมีปริมาณมวลเซลลสูงที่สุดที่ 10-14 กรัมน้ําหนกัเซลลแหงตอลิตร  

โดยพอลิแซคคาไรดนอกเซลลที่เชื้อผลิตออกมาไดนัน้ มกีลูแคนเปนองคประกอบประมาณ 75% 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณและเคมีภัณฑ 
 
3.1 อุปกรณ 
 - กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus รุน BX51 

ของบริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 ของ

บริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

- กลองดิจิตอล Olympus รุน DP71 ของบริษัท Olympus optical Co.,Ltd., Japan 

 - เครื่องปนเหวีย่งความเรว็สูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (High speed refrigerated 

centrifuge) รุน J 2-21 ของบริษัท Beckman, USA 

 - เครื่องปนเหวี่ยงสารปริมาณนอยแบบตั้งโตะ 

 - เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของ

บริษัท Thermo Spectronic, USA 

 - หมออบฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท Tomy Seiko, Japan, รุน 

MLS 3020 ของบริษัท Sanyo, Japan และรุน HV-25 ของบริษัท Hirayama, Japan 

 - เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator Shacker) รุน Innova 4330 ของบริษัท 

New Brunswick scientific, USA 

 - ตูอบความรอนแหง (Hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 

 - ตูอบฆาเชื้อ (Hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany 

 - ตูบมเชื้อ (Incubator) รุน BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

 - ตูแชเยือกแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน MDF-U356 D ของบริษัท Sanyo, Japan 

 - เครื่องชั่งหยาบ รุน PG 2002-S ของบริษัท Melter Toledo, Switzerland 

 - เครื่องชั่งละเอียด รุน AG 285 ของบริษัท Melter Toledo, Switzerland 

 - เครื่องวัดความเปนกรดเบส (pH meter) รุน Cuberscan 1000 ของบริษัท Eutech 

Cybermatics, Singapore 

 - ตูถายเชื้อ (Laminar Flow cabinet) รุน 25 Manometer ของบริษัท Dwyer Instrument, 

USA 



 26 

 - เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุน K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries, USA 

 - ไมโครปเปต (Micropipette) รุน P20, P100, P200, P1000, P5000 และ P10000 ของ

บริษัท Gilson, France 

 - ปเปตทิป (Pipette tip) ขนาด 1-200 μl, 1 ml, 5 ml และ 10 ml ของบริษัท Axygen 

Scientific, USA 

 - เครื่องระเหิดแหง (Lyophilizer) รุน Eyela FD1 ของบริษัท Tokyo Rikakikai, Japan 

 - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)  

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (water bath shacker) 

 - โถดูดความชืน้ (desiccater) 

 - ถังหมัก (Fermentor)  ขนาด 2 ลิตร ของบริษัท B.E. Marubishi, Japan 
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3.2 เคมีภัณฑ 
 - สารสกัดจากยีสต (Yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratory, USA 

 - แบคโตเพปโตน (Bacto peptone) ของบริษัท Difco Laboratory, USA 

 - สารสกัดจากมอลต (Malt extract) ของบริษัท Difco Laboratory, USA 

 - กลูโคส (Glucose) ของบริษัท Merck, Dramstadt, Germany 

 - ซูโครส (Sucrose) ของบริษัท Merck, Dramstadt, Germany 

 - กากน้าํตาล (Molasses) ของบริษัท นวิกรุงไทย, ไทย 

 - กลีเซอรอล (Glycerol) ของบริษัท Merck, Dramstadt, Germany 

 - กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (Concentration HCl) ของบริษัท Merck, Dramstadt, 

Germany 

 - กรดแอซิติกเขมขน (Concentration CH3COOH) ของบริษัท Merck, Dramstadt, 

Germany  

 - กรดซัลฟวริกเขมขน (Concentration H2SO4) ของบริษทั Merck, Dramstadt, 

Germany  

 - โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษทั Merck, Dramstadt, Germany 

 - โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท BHD Laboratory Supplies, England 

 - 95% เอทานอล ของบริษัท AlcoX 

 - สารกําจัดฟอง (Antifoam) ของบริษัท Siama Chemical,USA 

 - เอนไซมกลโูคสออกซิเดส (glucose oxidase) ของบริษทั Biotech reagent, ไทย 

 - เอนไซมอินเวอรเทส (EC3.2.1.26 grade V) ของบริษทั Siama Chemical,USA 

- โซเดียมอะซเิตต (sodium acetate) Merck, Dramstadt, Germany 

 - โซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟส (Na2HPO4.12H2O) 

 - โพแทสเซียมแอมโมเนยีมทารเทรต (potassium ammonium tartate.4H2O) 

 - คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.7H2O) 

 - แอมโมเนยีมโมลิบเดท ((NH4)6MoO24.4H2O) 

 - โซเดียมอาซีเนท (NaHasO4.7H2O) 

- ผลิตภัณฑ InnovacanTM ของบริษัท สเปเชียลตี้ ไบโอเทค จํากัด (Specialty Biotech 

Co;Ltd.)  

 - ชุดทดสอบยสีต API ID 32 C ของบริษัท BioMérieux , France 

 - สารมาตรฐานแมคฟารแลน เบอร2 (McFarland Standard) ของบริษัท BioMérieux , 

France 
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ตารางที่ 3.1 แสดงสายพันธุยีสตจากศนูยจุลินทรีย สถาบันวิจยัวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

  

Candida albican    TISTR 5239 

Candida parapsilosis    TISTR 5008 

Candida utilis     TISTR5046 

Hansenula anomala     TISTR5082 

Kloeckera apiculata     TISTR5090 

Kluyveromyces marxianus    TISTR5116 

Kluyveromyces  marxianus var.lactis    TISTR5694 

Debaryomyces hansenii var.fabryi    TISTR5668 

Debaryomyces hansenii     TISTR5155 

Yarrowia  lipolytica    TISTR5621 

Saccharomycopsis fibuligera    TISTR5033 

Rhodotorula graminis    TISTR 5124 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5020 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5027 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5051 

Schizosaccharomyces pombe    TISTR 5205 

Saccharomyces cerevisiae    TISTR 5059 

Saccharomyces cerevisiae     TISTR 5191 

Sporobolomyces salmonicolor    TISTR5584 

Trigonopsis flava    TISTR 5591 
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3.3 วิธีดําเนนิการวิจัย 
 
 3.3.1 การเกบ็ตัวอยาง  

เก็บตัวอยางดนิและผลไมสุกจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย ไดแก จังหวัด 

กาญจนบุรี กรุงเทพฯ กระบี่ นครปฐม นครนายก ฉะเชิงเทรา เพชรบุรี สมุทรปราการ 

สุราษฏรธาน ี ราชบุรีและนครศรีธรรมราช โดยเก็บตัวอยางละประมาณ 10 กรัม ใสใน

ถุงพลาสติกซบิ บันทึกชนิดของตัวอยาง สถานที่เก็บ ลักษณะ และสีของตัวอยาง ระหวาง

ที่ตัวอยางถูกวเิคราะห เก็บใสถุงพลาสติกซิบรักษาไวที่อุณหภูมหิอง หลังจากวเิคราะห

แลวเก็บรักษาตัวอยางที่อุณหภูม ิ4°C 

 
 3.3.2 การคัดแยกยสีตจากตัวอยาง 

นําตัวอยางดนิ 1 กรัม ใสในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ 9 มิลลิลิตร ทําการเจือจางแลว

เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง YM ซึ่งปรับคาความเปนกรดเบสใหเทากับ 4.5 (ภาคผนวก ก) เพื่อ

ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรีย (Campbell และ JH Duffus, 1998) สําหรับผลไมสุกนัน้

นํามาแยกเชื้อโดยใชลูปเขี่ยบริเวณผิวของผลไม ขีดลงบนอาหารแข็ง YM ซึ่งปรับคาความ

เปนกรดเบสใหเทากับ 4.5 จากนั้นนําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง 

คัดเลือกโคโลนีของยีสตที่มขีนาดใหญและมีลักษณะแตกตางกัน แยกจนไดโคโลนีเดี่ยว  

 
3.3.3 การเกบ็รักษายีสตที่ใชในงานวจิัย 

ถายยีสตที่คัดเลือกไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอียง YM เก็บไวที่อุณหภูมิบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 24 ชั่วโมง เกบ็ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เพื่อทําการทดลอง

ตอไปและถายเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอยีงใหมทกุๆ 1 เดือน สําหรบัการเก็บรักษาเปน

ระยะเวลานานจะใชวธิีทาํใหแหงหลงัการแชเยือกแข็ง (lyophilization) แลวเกบ็รักษาไวใน

ตูแชแข็งที่อุณหภูม ิ-20°C 

 
 3.3.4 การคัดกรองยสีต 

3.3.4.1 คัดกรองยีสตจากดินและผลไมสุก  

โดยคัดเลือกจากการนาํยีสตแตละไอโซเลตที่คัดแยกมาไดจากขอ 3.3.2 มาเลี้ยง

ในอาหารเหลว YM (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นนําไปกระจายในสารละลายน้าํเกลือ 0.85% น้ําหนกัตอปริมาตร วัดคาการดูดกลืน

แสงที ่660 นาโนเมตรและปรับใหมีคาเปน 0.5 จากนัน้นาํมาหยด (ปริมาตร 5 ไมโครลิตร) 



 30 

ลงบนอาหารแข็ง YM (ภาคผนวก ก) แลวบมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง วัดขนาดเสนผานศนูยกลางของโคโลนี การคัดเลือกยีสตที่มีขนาดโคโลนีใหญที่สุด

และมีลักษณะทางสัณฐานวทิยาแตกตางกัน จากตัวอยางดนิ 10 สายพนัธุและจาก

ตัวอยางผลไมสุก 10 สายพนัธุเพื่อทาํการทดลองตอไป 

3.3.4.2 นํายสีตที่ทราบสายพนัธุ 20 สายพนัธุจากศนูยจุลินทรีย สถาบนัวิจัย

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย (วว.) เพื่อหาปริมาณบีตากลูแคนตอไป 

 
3.3.5 การเตรียมหัวเชื้อเพื่อเลี้ยงยีสตในการผลิตบตีากลูแคน 

ถายยีสตที่ตองการเลีย้งจากหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเอยีง ลงในอาหารเหลว 

YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เลีย้งบนเครื่องเขยาดวย

อัตราเร็ว 200 รอบตอนาท ีเปนเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อกระตุนการเจริญของเชื้อ จากนัน้ถาย

เชื้อ 5%โดยปริมาตรลงในอาหารชนิดเดยีวกับขางตน บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ชัว่โมง จากนัน้นาํมาเจือ

จางจนไดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรเทากับ 0.5 จึงนํามาใชเปนกลาเชื้อตอไป 

  
3.3.6 การเลีย้งยีสตเพื่อผลิตบีตากลูแคน 

ถายกลาเชื้อจากการเตรียมในขอ 3.3.5 ปริมาณ 5% โดยปริมาตรลงในอาหาร

เหลว YM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เลี้ยงยสีตตามสภาวะที่ตองการศึกษาเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมง เพื่อวัดการเจริญโดยการหาน้ําหนกัเซลลแหง วิเคราะหปริมาณ

สารตั้งตน (substrate) ที่ลดลงและวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนที่ผลิตได 

 

 3.3.6.1 การวดัการเจริญของยีสต 

 นําตัวอยางมาปนแยกเซลลออกโดยใชเครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภมูิที่ 4 องศา

เซลเซียส โดยใชความเร็ว  8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แยกสวนใสออกเพือ่เก็บ

ไววิเคราะหปริมาณสารตั้งตนตอไป จากนั้นนําตะกอนเซลลลางดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง นํา

เซลลที่แยกไดใสในกระทงทีท่ราบน้ําหนกัแลว นําไปอบที่ตูอบอุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาใสในโถดูดความชืน้ นํากระทงไปชั่งดวยเครือ่งชั่ง

ละเอียดจนไดน้ําหนกัคงที่คํานวณน้าํหนักเซลลแหง 
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3.3.6.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวสโดยวธิี Somogyi-Nelson (Nelson, 

1944 ; Somogyi, 1952) 

 นําตัวอยางปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ใสอัลคาไลนคอปเปอร รีเอเจนต (ภาคผนวก ข) 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ผสมใหเขากนัทันที จากนั้นนําไปแชในน้ําเดือดเปนเวลา 15 นาที ทิ้ง

ไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติม เนลสนั รีเอเจนต (ภาคผนวก ข) 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว 30 

นาทีแลวผสมใหเขากนัเติมน้ํากลัน่ 5 มิลลิลิตร นาํไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 520 นาโนเมตร เพื่อหาความเขมขนของน้ําตาล เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ

น้ําตาลกลูโคสที่ความเขมขน 1-10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) 

 
3.3.7 การวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนจากยีสตทีคั่ดเลือกได 

นํายีสตที่คัดเลือกไดทั้งหมด 40 สายพนัธุจากขอ 3.3.4 มาเลีย้งตามวิธีในขอ 

3.3.6 โดยเก็บตัวอยางที ่24 ชั่วโมงจากนัน้หาปริมาณบีตากลูแคนโดย 

 

3.3.7.1 การเตรียมเซลลเพือ่สกัดบีตากลแูคน 

นํายีสตมากระจายในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อโดยใหมีปริมาตรของแข็งเปน 15% โดย

น้ําหนกั ปรับคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 5.0 นาํไปบมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

24 ชั่วโมงจากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเปน 80 องศาเซลเซียส 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง

ปนเหวี่ยงเพื่อเก็บตะกอนไวในขั้นตอไป 

 

3.3.7.2 การสกัดบีตากลูแคน 

นําตะกอนจากขอ 3.3.7.1 มาเติม 1.0 โมลาร โซเดียมไฮดรออกไซด (ภาคผนวก 

ข) ปริมาณ 5 เทาจากนั้นนาํไปแชในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิที ่ 80±5 องศาเซลเซยีส ที่มี

การเขยาเปนเวลา 2 ชั่วโมงจากทาํการปนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนและลางดวยน้ํากลั่น 3 

คร้ัง จากนั้นเติม 0.5 โมลารกรดแอซิติก(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 5 เทา นําไปแชในอางน้าํ

ควบคุมอุณหภูมิที่ 75±5 องศาเซลเซยีส ที่มีการเขยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นปนเหวี่ยง

และลางตะกอนที่เหลือดวยน้ํากลัน่ 3 คร้ัง เก็บตะกอนบีตากลูแคนไปทําไลโอฟไลซเพื่อ

เก็บไววิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนตอไป 
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3.3.7.3 การวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคน 

นําบีตากลูแคนที่สกัดไดจากขอ 3.3.7.2  ไปไฮโดรไลซดวยกรด โดยชั่งตะกอนบี

ตากลูแคน 0.5 มิลลิกรัม เตมิกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 โมลาร (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรในหลอดทดลองแตละหลอด จากนัน้นําไปใหความรอนที ่ 120 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 5 ชั่วโมง เพื่อยอยพอลิแซคคารไรดใหเปนมอโนแซคคาไรดซึ่งไดแกกลูโคสและ

วิเคราะหปริมาณกลูโคสโดยใชเอนไซมกลูโคสออกซิเดสจากชุดทดสอบสําเร็จรูปโดยใช

ตัวอยาง ปริมาตร 10 ไมโครลิตรและเอนไซมกลูโคสออกซิเดสปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมใน

อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่

ความยาวคลืน่ 500 นาโนเมตร เพื่อหาความเขมขนของน้าํตาลโดยเปรียบเทยีบกบักราฟ

มาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส (ภาคผนวก ค) ซึ่งวิธีคํานวณปริมาณน้ําตาลกลูโคสทัง้หมดที่

ไดจากการไฮโดรไลซดวยกรดทําไดโดย 

 

ปริมาณกลูโคสทั้งหมด (มิลลิกรัม)     =   OD 500 x dilution 
x ปริมาตรทั้งหมดในการไฮโดรไลซ 

                   (มิลลิลิตร) 
           slope (Total glucose) 

 

นําปริมาณกลโูคสทั้งหมดที่ไดไปหาปริมาณกลูแคนโดยเปรียบเทยีบกบักราฟ

มาตรฐานระหวางปริมาณกลูโคสและปริมาณกลูแคน ซึง่กราฟมาตรฐานนี้ทาํไดโดย ชั่งบี

ตากลูแคน (InnovacanTM ) 0 - 1 มิลลิกรัม ไฮโดรไลซดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 โม

ลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนัน้นาํไปใหความรอนที่ 120 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 

ชั่วโมง วัดปริมาณกลูโคสทีไ่ดจากบีตากลแูคนปริมาณตางๆแลวนําไปทําเปนกราฟ

มาตรฐาน(ภาคผนวก ค)  

 

ปริมาณบีตากลูแคนที่ไดนี้จะเปนปริมาณจากตะกอนบตีากลูแคน 0.5 มิลลิกรัม 

ดังนัน้ปริมาณบีตากลูแคนทัง้หมดจงึคํานวณโดย 

 

        ปริมาณบีตากลูแคนทัง้หมด     =    ปริมาณกลูโคสทั้งหมด (มิลลิกรัม) x ตะกอนบีตากลูแคน  

        (กรัมตอลิตร)                     (กรัมตอลิตร)                       slope 
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3.3.8 การจัดจําแนกสายพันธุยสีตที่ใหบีตากลูแคนปริมาณสูง 
 ยีสตที่คัดแยกไดจากดินและผลไมสุกเมื่อนาํมาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนตามวธิีในขอ 

3.3.7 แลวพบวามีปริมาณบตีากลูแคนสูงเปน 5 ลําดับแรก จะนํามาจดัจําแนกสายพันธุโดยใชชุด

ทดสอบยีสต API ID 32 C (ภาคผนวก ง) ซึ่งประกอบดวยคารโบไฮเดรตทั้งหมด 31 ชนิด ไดแก D-

Galactose   Cycloheximide(Actidione)  D-Saccharose (sucrose)  N-Acetyl-Glucosamine  

Lactic acid  L-Arabinose  D-Cellobiose  D-Raffinose  D-Moltose  D-Trehalose  Potassium 

2-Ketogluconate  Methyl-αD-Glucopyranoside  D-Mannitol  D-Lactose (bovine origin)  

Inositol  D-Sorbitol  D-Xylose  D-Ribose  Glycerol  L-Rhamnose  Palatinose  Erythriol  D-

Melibiose  Sodium Glucuronate  D-Melezitose  Potassium Gluconate  Levulinic acid 

(Levulinate)  D-Glucose  L-Sorbose  Glucosamine  Esculin  Ferric citrate 

 โดยเลี้ยงยีสตที่ตองการจัดจาํแนกสายพันธุบนอาหารแข็งใหมีอายุประมาณ 24-48 ชั่วโมง 

จากนั้นเลือกโคโลนีเดี่ยวไปกระจายในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ปริมาตร 2 มิลลิลิตรใหมีความขุนเทากับ

สารมาตรฐานแมคฟารแลนเบอร 2 จากนัน้นาํไปใส API C Medium (ภาคผนวก ง) แลวใสลงใน

ชุดทดสอบ บมที ่30 องศาเซลเซียส เก็บผลที่ 24 และ 48 ชั่วโมง โดยดูจากความขุน ผลบวกคอืมี

ความขุนมากกวาเมื่อเทยีบกับชุดควบคุมจากนั้นนําผลที่บันทึกไดไปกรอกขอมูลในโปรแกรมของ 

apiweb TM เพือ่จัดจําแนกสายพนัธุของยสีต 

 การศึกษาสัณฐานวิทยาของยีสตนั้นทาํการศึกษาลักษณะโคโลนีโดยใชกลองจุลทรรศน

สเตอรริโอ ในสวนของการศกึษาลกัษณะของเซลลยีสตภายใตกลองนัน้ใชจุลทรรศนคอมพาวดโดย

บันทกึภาพและตั้งคาขนาดของบารโดยกลองดิจิตอลและโปรแกรม DP manager  

 



 34 

 
 

รูปที่ 3.1 ข้ันตอนการจัดจาํแนกสายพนัธุยสีตโดยใชชุดทดสอบ API ID 32 C 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยาง 
 ทําการเก็บตัวอยางดนิและผลไมตามแหลงตางๆ 10 จงัหวัด ในประเทศไทย จํานวน 55 

ตัวอยาง ดังแสดงในตารางที ่4.1 และ 4.2 

 
4.2 การคัดกรองยีสตจากอัตราการเจรญิบนอาหาร YM 

การคัดแยกยสีตจากดินและผลไมสุกจากแหลงตางๆ จาํนวน 55 ตัวอยาง นาํมาคดัแยก

ยีสตโดยวิธีในขอ 3.3.4 สามารถคัดแยกยีสตได 127 สายพันธุ ซึ่งไดทาํการคัดเลือกยีสตที่มี

ลักษณะทางสนัฐานวทิยาทีต่างกนัและเจริญไดเร็วที่สุดจากดิน 10 สายพันธุและจากผลไม 10 

สายพนัธุ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

นํายีสตทีท่ราบสายพนัธุแลวจากศนูยจุลินทรีย สถาบันวิจยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยี

แหงประเทศไทย (วว.) มาจํานวน 20 สายพนัธุ และกําหนดรหสัเพื่อความสะดวกสําหรับการ

ทดลองตอไปเปน Y1-Y20 ดังแสดงในตารางที่ 4.4 

 
4.3  การคัดกรองยสีตตามปริมาณบีตากลูแคน 

นํายีสตทั้ง 40 สายพนัธุทีค่ัดเลือกไดจากขอ 4.2 มาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนเพื่อ

คัดเลือกยีสตที่ใหปริมาณบตีากลูแคนมากที่สุด 5 สายพนัธุ โดยเลี้ยงยีสตตามวิธีในขอ 3.3.2 

จากนั้นวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนตามวิธีในขอ 3.3.3 พบวายีสตที่ใหปริมาณบีตากลูแคน

ออกมามากทีสุ่ด ไดแก Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9)   Kluyveromyces 

marxianus TISTR5116 (Y6)   F17    Kloeckera apiculata TISTR5090 (Y5) และ F18 

ตามลําดับ โดยใหปริมาณบตีากลูแคน 0.65 0.62 0.61 0.59 และ 0.58 มิลลิกรัม ตามลําดับ ดัง

แสดงในรูปที่ 4.1 ดังนัน้จงึเลือกยีสตทัง้ 5 สายพันธุนีเ้พือ่ทําการทดลองในขั้นตอไป 
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ตารางที่ 4.1 แสดงแหลงที่มา ลักษณะของตัวอยางดนิและจํานวนยีสตที่แยกได 

 

ลําดับ จํานวน 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

ตัวอยาง ยีสต 

1 ดินสวนยางพารา อ.บอพลอย จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 1 

2 ดินโคนตนไม อ.นางรอง จ.นครนายก เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 2 

3 ดินริมน้าํตก อ.นางรอง จ.นครนายก เนื้อรวน เปยก สีน้าํตาล - 

4 ดินโคนตนไม อ.สาริกา จ.นครนายก เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 4 

5 ดินนาขาว อ.องครักษ จ.นครนายก เนื้อเหนียว สีดาํ 1 

ดินใตตนไม 
6 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 1 

น้ําตกไทรโยคนอย 

ดินใตตนไมน้าํตก 

ไทรโยคใหญ 
7 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล - 

8 ดินโคนตนไม อ.บานโปง จ.ราชบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 3 

ดินริมน้าํตก 

ไทรโยคใหญ 

เนื้อรวน เปยก  
9 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี - 

สีน้ําตาลเขม 

ดินโคนตนไม 

น้ําตกไทรโยคใหญ 
10 อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 1 

11 ดินโคนตนไม อ.ตาพระยา จ.กระบี ่ เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 3 

12 ดินสนามหญา อ.เมือง จ.เพชรบุรี เนื้อรวน ชืน้สดีํา 1 

13 ดินใตตนไม อ.เมือง จ.เพชรบุรี เนื้อรวน สีดํา 3 

14 ดินริมคลอง อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เนื้อเหนียว สีน้ําตาลดาํ 1 

15 ดินสวนผัก อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เนื้อเหนียว สีดาํ 3 

16 ดินไรออย อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล 2 

17 ดินโคนตนมะมวง อ.เมือง จ.นครปฐม เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 3 

อ.ขนอม  เนื้อรวน ชืน้  
18 ดินสวนยางพารา 5 

จ.นครศรีธรรมราช สีน้ําตาลแดง 

อ.ขนอม  เนื้อรวน ชืน้  
19 ดินสวนลองกอง 3 

จ.นครศรีธรรมราช สีน้ําตาลแดง 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) แสดงแหลงที่มา ลักษณะของตัวอยางดินและจํานวนยีสตที่แยกได 

 

จํานวน ลําดับ 
ประเภทตัวอยาง แหลงที่เก็บ ลักษณะของตวัอยาง 

ยีสต ตัวอยาง 

อ.พระสมทุรเจดีย  
20 ดินโคนตนมะขาม เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาล 3 

จ.สมุทรปราการ 

21 ดินโคนตนไม อ.ทามะกา จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 4 

22 ดินไรออย อ.ทามะกา จ.กาญจนบุรี เนื้อรวน แหง สีน้ําตาล 2 

23 ดินสวนยางพารา อ.จอมบึง จ.ราชบุรี เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 4 

อ.บานนาสาร  
24 ดินสวนเงาะ เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 3 

จ.สุราษฎรธาน ี

อ.พนมสารคาม  
25 ดินโคนตนไม เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 2 

จ.ฉะเชงิเทรา 

อ.พนมสารคาม  
26 ดินสวนดอกไม เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 3 

จ.ฉะเชงิเทรา 

เนื้อรวน แหง  
27 ดินโคนตนไม อ.ปทุมวัน จ.กรุงเทพฯ 1 

สีน้ําตาลดาํ 

28 ดินสนามหญา อ.ปทุมวัน จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวน ชืน้ สีน้ําตาลดาํ 2 

29 ดินโคนตนไม อ.ราชเทวี จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวน แหง สีดํา 2 

30 ดินริมสระน้าํ อ.ราชเทวี จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวน ชืน้ สีดํา 1 

 
 
ตารางที่ 4.2  แสดงแหลงทีม่า ลักษณะของตัวอยางไมและจํานวนยสีตที่แยกได 

 

ลําดับตัวอยาง ผลไม ระดับความสกุ จํานวนยีสต 

1 มะละกอ + 2 

2 มะละกอ ++ 3 

3 ลําใย + 3 

4 ลองกอง + 1 

5 ลองกอง ++ 3 

6 ชมพู + 1 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ)  แสดงแหลงที่มา ลักษณะของตัวอยางผลไมและจาํนวนยีสตที่แยกได 

 

ลําดับตัวอยาง ผลไม ระดับความสกุ จํานวนยีสต 

7 ชมพู ++ 2 

8 มังคุด + 2 

9 เงาะ + 3 

10 ฝร่ัง + 2 

11 ฝร่ัง ++ 4 

12 สละ + 2 

13 มะมวง + 3 

14 มะมวง ++ 4 

15 แอปเปล + 1 

16 แอปเปล ++ 2 

17 สับปะรด + 2 

18 สตรอเบอรร่ี + 3 

19 องุน + 3 

20 องุน ++ 4 

21 สม + 2 

22 ล้ินจี ่ + 3 

23 นอยหนา + 2 

24 กลวย + 2 

25 กลวย ++ 4 

 ++  สุกงอม, เนื้อเละ, ผิวช้ํามาก 

+     สุกงอม, เนื้อไมเละ, ผิวไมช้ํามาก  
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ตารางที่ 4.3  แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและยีสตที่คัดแยกได 

 

ตัวอยาง การกระจายของโคโลน ี 

(มม.) 
ลําดับที ่ สายพนัธุ ลักษณะทางสนัฐานวทิยา 

(ดิน / ผลไม) 

1 สับปะรด โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบมีลักษณะเปนขุยเลก็นอย 8 F2 

2 มะละกอ โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนูเล็กนอย ขอบเรียบแบน 7 F13 

3 ชมพู โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนมาก ขอบเรียบ 9 F17 

4 องุน โคโลนีสีครีมเหลือง นนูเล็กนอย ขอบหยกั 7.5 F18 

5 องุน โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบมีลักษณะเปนขุยเล็กนอย 8 F19 

6 กลวย โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนมาก ขอบเรียบ 7 F21 

7 กลวย โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบหยกั 8.5 F22 

8 ลําไย โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนเลก็นอย ขอบหยกัเล็กนอย 8 F37 

9 มะมวง โคโลนีสีครีมเหลือง แบนๆ ขอบหยัก 8 F41 

10 ลองกอง โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 8 F46 

11 ดินนาขาว อ.องครักษ จ.นครนายก โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูนมีลักษณะเปนขุย ขอบหยัก 8 S3 

12 ดินโคนตนไม อ.สาริกา จ.นครนายก โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบมีลักษณะเปนขุย 7.5 S6 

13 ดินโคนตนไม อ.สาริกา จ.นครนายก โคโลนีสีครีม ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 7.5 S9 

39 

 



40 

ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงรายละเอียดขอมูลของตัวอยางและยีสตที่คัดแยกได 

 

ลําดับที ่ สายพนัธุ 
ตัวอยาง 

(ดิน / ผลไม) 
ลักษณะทางสนัฐานวทิยา 

การกระจายของโคโลน ี 

(มม.) 

14 S13 ดินสวนยางพารา อ.จอมบึง จ.ราชบุรี โคโลนีสีครีมขาว ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 8 

15 S14 ดินสวนยางพารา อ.จอมบึง จ.ราชบุรี โคโลนีสีครีมเหลืองเลก็นอย ตรงกลางนูน ขอบหยัก 7 

16 S15 ดินสวนเงาะ อ.บานนาสาร จ.สุราษฎรธาน ี โคโลนีสีครีม ผิวดานเปนขุยๆเล็กนอย ตรงกลางนนู ขอบเรียบ 8.5 

17 S16 ดินสวนเงาะ อ.บานนาสาร จ.สุราษฎรธาน ี โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบหยกั 8 

18 S26 ดินโคนตนไม อ.พนมสารคาม จ.ฉะเชิงเทรา โคโลนีสีครีมขาว นนูเล็กนอย ขอบเรียบ 7 

19 S52 ดินไรออย อ.กําแพงแสน จ..นครปฐม โคโลนีสีครีมเหลือง ตรงกลางนูน ขอบเรียบ 8 

20 S62 ดินสวนผัก อ.กําแพงแสน จ..นครปฐม โคโลนีสีครีมเหลืองมาก ตรงกลางนูน ขอบเรียบ 9 

40 
 

 

 
* วัดการกระจายของโคโลนทีี่ 24 ชั่วโมงโดยวิธี drop plate 
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ตารางที่ 4.4 แสดงสายพนัธุยีสตที่นาํมาจากศนูยจุลินทรีย สถาบนัวิจยัวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ที่กาํหนดรหัสเพื่อใชในงานวิจัยครั้งนี ้

 

ลําดับที ่ สายพนัธุ รหัส 

1 Candida albican    TISTR 5239 Y1 

2 Candida parapsilosis   TISTR 5008 Y2 

3 Candida utilis   TISTR5046 Y3 

4 Hansenula anomala   TISTR5082 Y4 

5 Kloeckera apiculata   TISTR5090 Y5 

6 Kluyveromyces marxianus   TISTR5116 Y6 

7 Kluyveromyces  marxianus var.lactis   TISTR5694 Y7 

8 Debaryomyces hansenii var.fabryi   TISTR5668 Y8 

9 Debaryomyces hansenii   TISTR5155 Y9 

10 Yarrowia  lipolytica    TISTR5621 Y10 

11 Saccharomycopsis fibuligera   TISTR5033 Y11 

12 Rhodotorula graminis   TISTR 5124 Y12 

13 Saccharomyces cerevisiae TISTR 5020 Y13 

14 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5027 Y14 

15 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5051 Y15 

16 Schizosaccharomyces pombe   TISTR 5205 Y16 

17 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5059 Y17 

18 Saccharomyces cerevisiae   TISTR 5191 Y18 

19 Sporobolomyces salmonicolor   TISTR5584 Y19 

20 Trigonopsis flava   TISTR 5591 Y20 

 



42 
42 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 Y9 Y10Y11Y12Y13Y14Y15Y16Y17Y18Y19Y20 F2 F13F17F18F19F21F22F37F41F46 S3 S6 S9 S13S14S15S16S26S52S62

สายพันธุยีสต

ป
รมิ
าณ
บ
ตี
าก
ลู
แค
น

( มิ
ล
ลิ
ก
รัม

)

0.
58

 0.
61

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 แสดงปริมาณบีตากลูแคน ของยสีต 40 สายพนัธุ

0.
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4.4 การจัดจาํแนกสายพนัธุยสีตที่คัดแยกไดและใหปริมาณบีตากลูแคนสูง 
 ในการทดลองขางตนในการหาปริมาณบีตากลูแคนของยีสตทั้ง 40 สายพนัธุพบวายีสตที่

ทําการคัดแยกจากดินและผลไมสุกนัน้สายพนัธุ F17 และ F18 ซึ่งแยกไดจากชมพูและองุน 

ตามลําดับ มปีริมาณบีตากลูแคนสูงใน 5 อันดับแรกจงึเลือกมาทาํการจัดจําแนกสายพนัธุการใช

ชุดทดสอบ API ID 32 C เพื่อจัดจําแนกสายพันธุของยีสตนั้นเปนการจําแนกยีสตโดยใช

ความสามารถในการใชคารโบไฮเดรต (assimilation) ที่แตกตางกนัซึง่หากยสีตสามารถใช

คารโบไฮเดรตชนิดนัน้ๆไดจะเกิดความขุนขึ้น พบวามีการใชคารโบไฮเดรตแตละชนิด ดังนี ้

 

ตารางที่ 4.5 รูปแบบการใชคารโบไฮเดรตของยีสตสายพันธุ F17 และ F18 โดยใชชุดทดสอบ API 

ID 32 C ที่เวลา 48 ชัว่โมง 

 

สายพนัธุยีสต 
ชนิดคารโบไฮเดรต 

F17 F18 

Control - - 

D-Galactose + - 

Cycloheximide (Actidione) - - 

D-Saccharose (sucrose) + - 

N-Acetyl-Glucosamine + + 

Lactic acid - + 

L-Arabinose + - 

D-Cellobiose - - 

D-Raffinose - - 

D-Moltose + - 

D-Trehalose + - 

Potassium 2-Ketogluconate + - 

Methyl-αD-Glucopyranoside + - 

D-Mannitol + - 

D-Lactose (bovine origin) - - 

Inositol - - 
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สายพนัธุยีสต 
ชนิดคารโบไฮเดรต 

F17 F18 

D-Sorbitol + - 

D-Xylose + - 

D-Ribose - - 

Glycerol + - 

L-Rhamnose - - 

Palatinose + - 

Erythriol - - 

D-Melibiose - - 

Sodium Glucuronate - - 

D-Melezitose + - 

Potassium Gluconate + - 

Levulinic acid (Levulinate) + - 

D-Glucose + + 

L-Sorbose + - 

Glucosamine + - 

Esculin  - - 

Ferric citrate 

 
 (+) = สามารถใชได เจริญได มีลักษณะขุนกวาชุดควบคุม 

(-) = ไมสามารถใชได ไมสามารถเจริญได มีลักษณะขุนนอยกวา / เทากับชุดควบคมุ 

 

จากขอมูลการใชคารโบไฮเดรตตามตารางขางตนเมื่อเทยีบกับฐานขอมูลจาก 

http://apiweb.biomerieux.com พบวา ยสีต F17 ถูกจัดจําแนกเปน Candida parapsilosis โดย

มี %idenity ถงึ 99.9% สวน F18 พบวาเปน Candida krusei แต %idenity นัน้มีคาเพียง 85.7% 

ซึ่งควรศึกษาการจัดจําแนกเพิ่มเติมโดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทด เพื่อจัดจําแนกสายพนัธุได

แนนอนยิ่งขึน้ 
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 ลักษณะของโคโลนีของยีสตบนอาหารแข็งYMและลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของ

ยีสต 5 สายพันธุที่มีบีตากลูแคนปริมาณสูง ไดแก Kloeckera apiculata TISTR5090 (Y5) 

Kluyveromyces marxianus TISTR5116 (Y6)   Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9)   

Candida parapsilosis (F17)   Candida krusei  (F18) แสดงดังรูปที่ 4.2  4.3   4.4   4.5 และ

4.6 ตามลาํดับ 

 

 

3 mm. 
 

 

 

รูปที่ 4.2  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Kloeckera apiculata TISTR5090 (Y5) 

 

 

  
 
 

รูปที่ 4.3  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Kluyveromyces marxianus TISTR5116 (Y6) 

ก ข 

3 mm. 

ข ก 
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รูปที่ 4.4  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9) 
 
 
 

 

3 mm. 

ข ก 

3 mm. 

 
 

ก ข 
 

รูปที่ 4.5  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Candida parapsilosis (F17) 
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3 mm. 

 
 ข ก 
 

รูปที่ 4.6  ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง YM (ก) และลักษณะรูปรางภายใตกลองจุลทรรศน 

กําลังขยาย 1,000 เทา (ข) ของ Candida krusei  (F18) 
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4.5 ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตบีตากลูแคนในระดับขวดเขยา 
 
 4.5.1 แหลงคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลแูคน 

ศึกษาแหลงคารบอนทีเ่หมาะสมในการผลติบีตากลูแคน โดยการเลี้ยงยีสตทัง้ 5 

สายพนัธุไดแก Kloeckera apiculata TISTR5090  (Y5)   Kluyveromyces marxianus 

TISTR5116 (Y6)  Debaryomyces hansenii TISTR5155 (Y9)   Candida parapsilosis 

(F17) และ Candida krusei (F18) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM ที่แปรผันแหลงคารบอน

ตางกนั 3 ชนดิไดแก กลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาล (ภาคผนวก ข)  โดยใชความเขมขน 

1% น้ําหนกัตอปริมาตร เลีย้งบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมง มาวดัการเจริญตามวิธีใน

ขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณกลูแคนในขอ 3.3.7 พบวายีสต

ทั้ง 5 สายพนัธุมกีารเจริญไดดีเมื่อใชแหลงคารบอนเปนกลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาล

ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที่ 4.7 4.8 และ 4.9 

 และจากตารางที่ 4.6 เมื่อพิจารณาคาอตัราการเจริญจําเพาะพบวามีคาใกลเคียง

กันในยีสตทัง้ 5 สายพนัธุรวมถึงแหลงคารบอนทัง้ 3 ชนดิดวย แตเมื่อมาพิจารณาทีค่า บี

ตากลูแคนที่ผลิตไดจะเห็นวาเมื่อใช 1% กลูโคสเปนแหลงคารบอน ยสีตทุกสายพนัธุจะให

ปริมาณบีตากลูแคนมากกวาใชซูโครสและกากน้าํตาลเปนแหลงคารบอน เชนเดียวกับ

การศึกษาของ Aguilar และ Francois (2003) นั่นคือ เมื่อเลี้ยง Saccharomyces 

cerevisiea ในแหลงคารบอนที่ตางกนัไดแก กลูโคส ซโูครส มอลโตส กาแลคโตสและเอทา

นอล พบวาน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุดเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน รองมาคือกาแลค

โตส ซูโครส มอลโตสและเอทานอลตามลาํดับและใหปริมาณบีตากลูแคน 62.5 ไมโครกรัม

ตอมิลลิกรัมน้าํหนักเซลลแหง โดยที่สายพนัธุ Candida parapsilosis เมื่อใช 1% กลูโคส

เปนแหลงคารบอนมปีริมาณบีตากลูแคนถงึ 120 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมน้ําหนักเซลลแหง 

และเมื่อพิจารณาที่ยีสตทั้ง 5 สายพนัธุ จะเหน็วา Candida parapsilosis  เปนสายพนัธุที่

มีแนวโนมการเจริญที่ดีที่สุด รองลงมาคอื Debaryomyces hansenii TISTR5155 

Kloeckera apiculata TISTR5090  Kluyveromyces marxianus TISTR5116 และ 

Candida krusei ตามลําดับ   
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แตจะเห็นวาสายพนัธุ Kluyveromyces marxianus TISTR5116 และ Candida 

krusei  มีการเจริญที่ต่ํากวายีสตอีก 3 สายพนัธุและเมื่อดูคา productivity ก็พบวามคีาต่ํา

กวายีสตอีก 3 สายพันธุมากในแหลงคารบอนทกุชนิด ดงัแสดงในตารางที ่4.6  

ดังนัน้ผูวิจยัจึงเลือกใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนและเลือกยีสตเพยีง 3 สายพันธุ

คือ Candida parapsilosis  Debaryomyces hansenii TISTR5155 และ Kloeckera 

apiculata TISTR5090 เพื่อใชในการทดลองตอไปเนือ่งมาจากยีสตสายพนัธุ 

Kluyveromyces marxianus TISTR5116 และ Candida krusei ใหปริมาณบีตากลแูคน

ต่ํากวามากไมวาจะใชแหลงคารบอนชนิดใด 
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Kl. apiculata TISTR5090  Klu. marxianus TISTR5116
D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis 
C. krusei  

รูปที่ 4.7 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทัง้ 5 ชนิด เมื่อเลีย้งในอาหารที่ใช 

1% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.8 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทัง้ 5 ชนิด เมื่อเลีย้งในอาหารที่ใช  

1% ซูโครสเปนแหลงคารบอน 
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D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis 
C. krusei  

รูปที่ 4.9 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทัง้ 5 ชนิด เมื่อเลีย้งในอาหารที่ใช 

1% กากน้ําตาลเปนแหลงคารบอน
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ตารางที่ 4.6 แสดงผลการทดลองการแปรผันแหลงคารบอนในการผลติบีตากลูแคน 

 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 

แหลงคารบอน 1%กลูโคส 1%ซูโครส 1%กากน้ําตาล 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 4.514 4.014 5.456 6.218 3.755 4.291 3.247 5.032 5.965 2.709 4.035 3.199 4.678 5.451 2.969 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลติร) 0.511 0.282 0.618 0.747 0.257 0.405 0.221 0.517 0.597 0.165 0.275 0.188 0.394 0.383 0.171 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.110 0.123 0.108 0.118 0.126 0.105 0.126 0.102 0.115 0.125 0.112 0.121 0.096 0.090 0.111 

Yx/s 0.280 0.077 0.274 0.564 0.164 0.231 0.069 0.272 0.533 0.148 0.221 0.049 0.246 0.464 0.155 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.021 0.012 0.026 0.031 0.011 0.004 0.009 0.015 0.025 0.006 0.011 0.007 0.016 0.016 0.007 
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4.5.2. ปริมาณคารบอนทีเ่หมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

จากการทดลองขางตนไดเลือกยีสต Kloeckera apiculata TISTR5090  

Debaryomyces hansenii TISTR5155 และ Candida parapsilosis มาหาปริมาณ

กลูโคสที่เหมาะสมสําหรับการผลิตบีตากลูแคน โดยทาํการแปรผันความเขมขนของกลูโคส

เปน 1% 5% และ 10% น้ําหนกัตอปริมาตรและเลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 

รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมง

มาวัดการเจรญิตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบี

ตากลูแคนในขอ 3.3.7 

 ซึ่งผลการทดลองนัน้พบวา ยีสตทัง้ 3 สายพนัธุมีรูปแบบการเจริญที่คลายกันแต 

C. parapsilosis จะเจรญิไดดีกวา D. hansenii TISTR5155 และ Kl. apiculata 

TISTR5090 ตามลําดับ เมื่อเพิ่มความเขมขนกลูโคสขึ้นจาก 1% ยีสตทัง้ 3 สายพันธุมกีาร

เจริญเพิ่มข้ึนเมื่อเลี้ยงในกลโูคส 5%และ10% ดังแสดงในรูปที ่ 4.10 4.11 และ 4.12

ตามลําดับ และจากตารางที่ 4.7 เมื่อพิจารณาปริมาณบีตากลูแคนทีไ่ดจะเห็นวา เมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของกลูโคส ยีสตทั้ง 3 สายพนัธุใหปริมาณบีตากลูแคนเพิ่มข้ึนดวย 

เมื่อพิจารณาที่อัตราการเจรญิจําเพาะของยีสตทั้ง 3 สายพนัธุในความเขมขนของ

แหลงคารบอนทัง้ 3 พบวามีอัตราการเจริญจําเพาะใกลเคียงกันแตคา productivity นั้น

แสดงใหเหน็วาที่กลโูคสความเขมขน 1% มีคา productivity ต่ํากวา 5% และ 10% 

ถึงแมวาทีก่ลูโคส 10% จะใหปริมาณน้ําหนกัเซลลแหงและปริมาณบีตากลูแคนมากที่

สุดแตก็ไมไดแตกตางกับกลูโคส 5% มากนัก ดงันัน้ผูวจิยัจึงเลือกใชกลูโคสที่ความเขมขน 

5%ในการทาํการทดลองขัน้ตอไป
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis  
 

รูปที่ 4.10 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เมื่อเล้ียงในอาหารที่ใช 1% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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รูปที่ 4.11น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เม่ือเล้ียงในอาหารที่ใช 5% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155   

 
รูปที่ 4.12  น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เมื่อเล้ียงในอาหารที่ใช 10% กลูโคสเปนแหลงคารบอน 

C. parapsilosis  
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ตารางที่ 4.7 แสดงผลการทดลองการแปรผันปริมาณคารบอนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 

แหลงคารบอน 1%กลโูคส 5%กลโูคส 10%กลูโคส 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 4.554 5.656 7.185 5.205 5.666 7.825 5.205 5.816 7.851 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.505 0.632 0.780 0.842 0.892 1.296 0.884 0.895 1.359 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.088 0.082 0.104 0.090 0.102 0.110 0.101 0.110 0.091 

Yx/s 0.444 0.468 0.531 0.426 0.476 0.939 0.629 0.495 0.801 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.021 0.026 0.033 0.035 0.037 0.054 0.037 0.037 0.056 
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4.5.3 ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

แปรผันปริมาณไนโตรเจนเพื่อการผลิตบตีากลูแคน โดยทาํการแปรผันปริมาณ

ไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งในการทดลองนี้ใช YM เปนอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงมีเพพโตน

และสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน โดยเลีย้งยสีตทั้ง 3 สายพนัธุไดแก Kl. 

apiculata TISTR5090  D. hansenii TISTR5155 และ C. parapsilosis โดยทําการแปร

ผันปริมาณและเลี้ยงบนเครือ่งเขยาดวยอตัราเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญตามวธิีในขอ 

3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบีตากลูแคนในขอ 3.3.7 โดยใช

กลูโคส 5% เปนแหลงคารบอน ซึง่เปนปริมาณที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองทีผ่านมา 

ผลการทดลองแสดงใหเหน็วาเมื่อแปรผันปริมาณสารสกดัจากยีสตกับเพพโตนใหมี

สัดสวนเปน 0.7%:0.5% 0.5%:0.5% 0.4%:0.5% 0.3%:0.5% และ 0.1%:0.5% น้ําหนกั

ตอปริมาตร พบวาไมมีผลตอการเจริญของยีสตทัง้ 3 สายพันธุ ดงัแสดงในรูปที ่ 4.13  

4.14  4.15  4.16 และ 4.17 ตามลําดบั โดยที่สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตน

เปน 0.3%:0.5% ยีสตทัง้ 3 สายพนัธุมีน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับ

ปริมาณบีตากลูแคนที่ผลิตไดมากที่สุดที่สัดสวนนี้เชนกนั ดงัแสดงในตารางที่ 4.8  และ

สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนที่ใหบีตากลูแคนนอยที่สุดไดแก 0.1%:0.5% จาก

ตารางที่ 4.8 คาอัตราการเจริญจําเพาะมีคาใกลเคียงกนัในทุกสัดสวน ในกรณีคา 

productivity นั้นพบวาที ่ 0.3%:0.5% และ 0.4%:0.5% ใหคา productivity ใกลเคียงกนั

และมากกวาสดัสวนที่ 0.5%:0.5% และ 0.7%:0.5% ตามลําดับ คา productivity นอย

ที่สุดที่สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเทากับ 0.1%:0.5%  

ดังนัน้ผูวิจยัจึงเลือกสัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.3%:0.5% 

เพื่อทาํการทดลองในขั้นตอไป เนื่องมาจากเปนสัดสวนที่ยีสตทัง้ 3  สายพนัธุใหคาบีตากลู

แคนมาก ถึงแมวาบีตากลแูคนที่ไดจะใกลเคียงกับเมื่อเลี้ยงยีสตในอาหารทีม่ีสัดสวนของ

สารสกัดจากยสีตตอเพพโตนเปน 0.4%:0.5% แตในสัดสวนนีจ้ะใชสารสกัดจากยีสต

มากกวาจึงทําใหคาใชจายสงูขึ้นไปดวย 

 



 56 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 3 6 9 12 15 18 21 24
เวลา(ชั่วโมง)

น
้าํห
น
ัก
เซ
ล
ล
แห
ง(
ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155   
C. parapsilosis

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 3 6 9 12 15 18 21 24
เวลา(ชั่วโมง)

น
้าํห
น
ัก
เซ
ล
ล
แห
ง(
ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 3 6 9 12 15 18 21 24
เวลา(ชั่วโมง)

น
้าํห
น
ัก
เซ
ล
ล
แห
ง(
ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis

     
รูปที่ 4.13 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดในอาหารที่มีสัดสวนของ       รูปที่ 4.14 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ในอาหารที่มีสัดสวนของ             รูป4.15น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดในอาหารที่มีสัดสวนของ 

 สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.7% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน            สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.5% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน       สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.4% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis                                               
รูป4.16 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด ในอาหารที่มีสัดสวนของ              รูปที่ 4.17 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด ในอาหารที่มีสัดสวนของ 

สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.3% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน                              สารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.1% : 0.5% เปนแหลงไนโตรเจน 
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ตารางที่ 4.8  แสดงผลการทดลองการแปรผันปริมาณไนโตรเจนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

ปริมาณไนโตรเจน 
(%สารกัดจากยีสต : %เพพโตน) (w/v) 

0.7% : 0.5% 0.5% : 0.5% 0.4% : 0.5% 0.3% : 0.5% 0.1% : 0.5% 

 
 

 
สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 5.156 5.510 7.624 5.032 5.603 7.985 5.230 5.625 8.105 5.205 5.616 8.185 4.192 4.752 6.187 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.769 0.829 1.186 0.756 0.865 1.189 0.858 0.923 1.245 0.904 0.938 1.258 0.618 0.648 0.944 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.132 0.127 0.151 0.117 0.111 0.161 0.122 0.111 0.169 0.137 0.114 0.156 0.114 0.110 0.132 

Yx/s 0.248 0.448 0.234 0.204 0.376 0.277 0.203 0.308 0.252 0.258 0.301 0.337 0.138 0.285 0.174 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.032 0.034 0.049 0.032 0.036 0.049 0.036 0.038 0.052 0.037 0.038 0.052 0.026 0.027 0.039 
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*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.5.4 ปริมาณกลาเชื้อเริม่ตนที่เหมาะสมในการผลติบีตากลูแคน 

เลี้ยงยีสตทั้ง 3 สายพนัธุโดยใชแหลงคารบอนและปริมาณที่เหมาะสมรวมไปถึง

ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมจากการทดลองกอนหนาโดยแปรผันปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน

เปน 1% 5% และ 10% โดยปริมาตร เลีย้งบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญ

ตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบีตากลูแคนในขอ 

3.3.7 พบวา เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% และ 10% นั้นยสีตทั้ง 3 สายพันธุมี

การเจริญใกลเคียงกนัและสูงกวาเมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน  1%  ดงัแสดงในรูปที่ 

4.18 4.19 และ 4.20 ตามลําดับ จากตารางที่ 4.9  ปริมาณบีตากลูแคน อัตราการเจริญ

จําเพาะและคา productivity ก็มีแนวโนมเชนเดียวกบัการเจริญ ซึ่งสอดคลองกับการ

ทดลองของ อธิปตย (2550) ที่ศึกษาการผลิตบีตากลูแคนจากยสีต Saccharomyces 

cerevisiae TJ3 ดวยการเพาะเลี้ยงในถงัหมกัแบบ air lift ในสวนของความเขมขนของ

เซลลเร่ิมตนนัน้ พบวาเมื่อลดความเขมขนของเซลลเร่ิมตนลงเซลลมีการเจรญิชาลง

เชนเดียวกับการผลิตบีตากลูแคน 

ดังนัน้ผูวิจยัจึงเลือกใชปริมาณกลาเชื้อที่ 5% โดยปริมาตร เนื่องมาจากเปนการ

ลดคาใชจายในการผลิตคือไมตองใชกลาเชื้อมากถึง 10% 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155   
C. parapsilosis  

 

รูปที่ 4.18 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 1% 
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รูปที่ 4.19 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 5% 
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         รูปที่ 4.20 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด เมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 10%
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ตารางที่ 4.9 แสดงผลการทดลองการแปรผันปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

ปริมาณกลาเชื้อเริ่มตน กลาเชื้อ 1% กลาเชื้อ 5% กลาเชื้อ 10% 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 4.237 4.490 4.680 5.205 5.707 8.085 5.217 5.707 7.885 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.745 0.739 0.756 0.859 0.853 1.267 0.870 0.882 1.274 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.108 0.095 0.085 0.094 0.102 0.116 0.081 0.133 0.077 

Yx/s 0.306 0.352 0.352 0.558 0.638 0.667 0.400 0.615 0.662 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.031 0.031 0.032 0.036 0.036 0.053 0.036 0.037 0.053 
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*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.5.5 อุณหภมูิที่เหมาะสมในการผลิตบตีากลูแคน 

เลี้ยงยีสตทั้ง 3 สายพนัธุโดยใชแหลงคารบอน ไนโตรเจนและปริมาณกลาเชื้อ

เร่ิมตนที่เหมาะสมจากการทดลองกอนหนา แปรผันอุณหภูมิเปน 30, 33, 37 และ40 

องศาเซลเซยีส เลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญตามวธิีในขอ 

3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบตีากลูแคนในขอ 3.3.7 

พบวาเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสยีสตทัง้ 3 สายพนัธุจะมกีารเจริญที่ดี

ที่สุดรองลงมาคือ 33และ 37 องศาเซลเซียสตามลาํดับ และจะเหน็ไดวาที่อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซยีสยีสตทั้ง 3 สายพนัธุมีการเจริญที่ต่ําที่สุดดังแสดงในรูปที่ 4.21 4.22 4.23

และ 4.24 ตามลําดับและเมื่อพิจารณาผลการทดลองในตารางที่ 4.10 นั้นจะพบวาที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสใหปริมาณบีตากลูแคนมากที่สุดสาํหรบัยีสตทั้ง 3 สายพนัธุ

และลดลงไปเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิเปน 33, 37 และ40 องศาเซลเซียสตามลาํดับ ซึ่ง

สอดคลองกับผลการทดลองของอธิปตย (2550) ซึ่งทาํการศึกษาปริมาณบีตากลูแคนจาก

ยีสต Saccharomyces cerevisiae TJ3 ภายใตสภาวะการเลี้ยงที่แตกตางกัน ในสวนของ

อุณหภูมิ เมื่อเลี้ยงที่ 28 30 33 และ 35 องศาเซลเซยีส พบวาบีตากลูแคนมีปริมาณสูง

ที่สุดที่ 30 องศาเซลเซยีส ซึ่งผลิตกลูแคนได 1,215.3 มิลลิกรัม ซึ่งพบวาใกลเคียงกับ

ปริมาณกลูแคนในการทดลองนี้คือ สายพนัธุ C. parapsilosis ผลิตกลูแคนได 1,246 

มิลลิกรัม 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมสําหรับการผลิตบีตา กลูแคน

คือ 30 องศาเซลเซียส ผูทดลองจึงเลือกอุณหภูมินี้ใชในการทดลองขัน้ตอไป 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis     
      รูปที่ 4.21 น้าํหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส           รูปที่ 4.22 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis     
 รูปที่ 4.23 น้าํหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     รูปที่ 4.24 น้าํหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส
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ตารางที่ 4.10 แสดงผลการทดลองการแปรผันอุณหภูมิในการผลิตบีตากลูแคน 

 

อุณหภูมิ(องศาเซลเซยีส) 30 33 37 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 5.205 5.716 8.215 4.726 5.240 7.510 3.292 2.746 6.444 0.410 0.447 0.701 

บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 0.886 0.928 1.246 0.781 0.819 1.057 0.502 0.506 0.756 - - - 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.097 0.107 0.152 0.098 0.094 0.067 0.153 0.099 0.050 0.057 0.030 0.056 

Yx/s 0.426 0.471 0.534 0.329 0.387 0.529 0.032 0.014 0.216 0.020 0.011 0.015 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.037 0.039 0.052 0.033 0.034 0.044 0.021 0.021 0.031 - - - 
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*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.5.6 ความเปนกรดเบสที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน 

เลี้ยงยีสตทั้ง 3 สายพันธุโดยใชแหลงคารบอน ไนโตรเจน ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน

และอุณหภูมิที่เหมาะสม แตแปรผันคาความเปนกรดเบสเริ่มตนตั้งแต 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 

และ 7.0 เลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทกุๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจริญตามวธิีในขอ 3.3.6.1 

ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และปริมาณบีตากลูแคนในขอ 3.3.7 

พบวาแนวโนมของการเจรญิยีสตทั้ง 3 สายพันธุเปนไปในทิศทางเดียวกนัในทุก

คาความเปนกรดเบส นั่นคอื C. parapsilosis จะมีการเจริญที่ดทีี่สุดรองมาคอื D. 

hansenii TISTR5155 และ Kl. apiculata TISTR5090 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.25 

4.26 4.27 4.28 และ 4.29 ซึ่งหากพิจารณาจากผลการทดลองในตารางที่ 4.11 นั้นจะ

พบวาในคาความเปนกรดเบสที่ 4.5 5.0 และ 5.5 นั้นจะใหปริมาณบีตากลูแคนมากกวาที่

คาความเปนกรดเบสเทากับ 6.0 และ 7.0 แตเมื่อมาพิจารณาที่คา productivity แลวนัน้

จะเหน็วา ที่คาความเปนกรดเบส 5.0 ยีสตทั้ง 3 สายพนัธุจะมีคา  productivity  มากที่สุด 

มีการศึกษาของ Aguilar และ Francois (2003) ที่ศึกษาองคประกอบของผนังเซลลเมื่อ

เลี้ยงในภาวะตางๆ ในสวนของคาความเปนกรดเบสเมือ่เลี้ยงที่ 3.0 4.0 5.0 6.0 พบวาที ่

5.0 ใหน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุดแตปริมาณบีตากลูแคนสูงสุดที ่ 4.0 เทากับ 80.8 

ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของน้ําหนกัเซลลแหง ซึง่นอยกวาผลการทดลองในครั้งนี้คือที่คา

ความเปนกรดเบส 5.0 สายพนัธุ C. parapsilosis มีปริมาณบีตากลูแคนสูงถงึ 157 

ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของน้ําหนกัเซลลแหง ดงันัน้คาความเปนกรดเบสเริ่มตนที ่ 5.0 จึง

เปนคาที่เหมาะสมในการผลติบีตากลูแคนสําหรับยีสตทัง้ 3 สายพันธุนี ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 65 

0

2

4

6

8

10

12

0 3 6 9 12 15 18 21 24
เวลา (ชั่วโมง)

น
้ําห
น
ัก
เซ
ล
ล
แห
ง(
ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155   C. parapsilosis

0

2

4

6

8

10

12

0 3 6 9 12 15 18 21 24
เวลา(ชัว่โมง

น
้าํห
น
ัก
เซ
ล
ล
แห
ง(
ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis

0

2

4

6

8

10

12

0 3 6 9 12 15 18 21 24
เวลา(ชัว่โมง)

น
้าํห
น
ัก
เซ
ล
ล
แห
ง(
ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis         
      รูปที่ 4.25 น้าํหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด   รูปที่ 4.26 น้าํหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด         รูปที่ 4.27 น้ําหนักเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด 

      เมื่อคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 4. 5    เมื่อคาความเปนกรดเบสเริม่ตนเปน 5.0          เมื่อคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 5.5 
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Kl. apiculata TISTR5090 D. hansenii TISTR5155 C. parapsilosis              
     รูปที่ 4.28 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทัง้ 3 ชนิด                    รูปที ่4.29 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตทั้ง 3 ชนิด 

                เมือ่คาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 6.0             เมื่อคาความเปนกรดเบสเริ่มตนเปน 7.0 
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ตารางที่ 4.11 แสดงผลการทดลองการแปรผันคาความเปนกรดเบสเริ่มตนในการผลิตบีตากลูแคน 

 

ความเปนกรดเบส 4.5 5.0 5.5 6.0 
 
 
 

สายพันธุยีสต 
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น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 5.437 5.671 8.476 5.473 5.783 10.443 5.337 5.646 9.108 5.232 5.623 8.212 5.014 5.467 8.045 

บีตากลูแคน* (กรัมติอลิตร) 0.896 1.019 1.337 0.938 1.058 1.648 0.880 0.978 1.437 0.836 0.974 1.246 0.827 0.087 1.169 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.091 0.084 0.186 0.098 0.085 0.182 0.088 0.068 0.175 0.069 0.073 0.169 0.099 0.140 0.187 

Yx/s 0.153 0.116 0.485 0.145 0.159 0.402 0.237 0.128 0.384 0.163 0.179 0.503 0.169 0.254 0.464 

Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 0.037 0.042 0.056 0.039 0.044 0.069 0.036 0.041 0.059 0.036 0.041 0.034 0.034 0.036 0.049 
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*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที่ 24 ชั่วโมง 
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4.6 การศึกษาการผลิตบีตากลูแคนในถังหมักแบบกะ 

เลือกยีสตจากการทดลองกอนหนาคือขอ 4.4 โดยเลือกมา 2 สายพันธุ ทีม่ีความ

เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนมากที่สุดก็คือ สายพนัธุ Candida parapsilosis และ

รองลงมาคือ Debaryomyces hansenii TISTR5155  

การผลิตบีตากลูแคนในถงัหมักนั้นทาํไดโดยการใชภาวะที่เหมาะสมจากการ    

ทดลองกอนหนานั่นคือ ใช 5% กลูโคสน้ําหนกัตอปริมาตรเปนแหลงคารบอน โดยใช

สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 0.3% : 0.5%  น้ําหนกัตอปริมาตร โดยใช

ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% โดยปริมาตร คาความเปนกรดเบสควบคุมใหอยูที่ 5.0 

ตลอดการทดลอง และใชอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยาง

ทุกๆ 3 ชั่วโมงมาวัดการเจรญิตามวิธีในขอ 3.3.6.1 ปริมาณสารตั้งตนในขอ 3.3.6.2 และ

ปริมาณบีตากลูแคนในขอ 3.3.7 

 ซึ่งผลการทดลองจะพบวาเมือ่ทําการเลี้ยงยีสตสายพันธุD. hansenii TISTR5155  

และ C. parapsilosis ในถังหมักนั้นพบวามกีารเจริญที่สูงขึน้มากโดยจะเห็นวามนี้าํหนัก

เซลลแหงมากขึ้นกวาเดิมดังแสดงในรูปที่ 4.30 และ 4.31  
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รูปที่ 4.30 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตสายพันธุ D. hansenii  TISTR5155  เมื่อเลี้ยงในถัง

หมักแบบกะ 
 

0

5

10

15

20

25

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
เวลา(ช่ัวโมง)

น
้ําห
น
ัก
เซ
ล
ล
แห
ง(
ก
รัม
ต
อลิ
ต
ร)

 
รูปที่ 4.31 น้ําหนกัเซลลแหงของยีสตสายพันธุ C. parapsilosis เมื่อเลี้ยงในถังหมักแบบ

กะ 

 

 

 

 



 69 

ตารางที่ 4.12 แสดงผลการทดลองในการเลี้ยงยีสต D. Hansenii  TISTR5155 และ                 

C. parapsilosis ในถังหมักแบบกะ 

 

สายพันธุยีสต D.  hansenii  TISTR5155 C.  parapsilosis 

6.722 20.743 น้ําหนักเซลลแหง* (กรัมตอลิตร) 

1.237 3.198 บีตากลูแคน* (กรัมตอลิตร) 

อัตราการเจรญิจําเพาะ (μ) 0.191 0.213 

0.257 0.289 Yx/s 

0.026 0.066 Productivity (กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

 

*น้ําหนกัเซลลแหงและบีตากลูแคนที่แสดงวัดจากชั่วโมงที่มีปริมาณมากที่สุด คือที ่48 ชั่วโมง 

 

โดยเฉพาะสายพนัธุ C. parapsilosis มีการเพิ่มจํานวนของน้ําหนกัเซลลแหงสูงขึ้นมาก

จาก 10.443 กรัมเปน 20.743 กรัม และปริมาณบีตากลูแคนก็สูงขึ้นจาก 1.648 กรัมเปน 

3.198 กรัม ซึง่สามารถบอกไดวา ยีสตสายพนัธุ C. parapsilosis ตอบสนองตอ การเลี้ยง

ในถังหมกัมากกวาสายพนัธุ D. hansenii  TISTR5155 คือมีคาน้ําหนกัเซลลแหงสงูขึ้น 

1.9 เทา อัตราการเจริญจําเพาะสงูขึ้น 1.17  

และจากการศึกษาการผลิตบีตากลูแคนในถงัหมกัที่ผานมาพบวา Kim และ Yun 

(2003) ศึกษาการผลิตบีตากลูแคนที่ละลายน้าํไดโดยใช Saccharomyces cerevisiea 

KCTC7913 พบวามีปริมาณบีตากลูแคน 0.13 กรัมบีตากลูแคนตอน้ําหนกัเซลลแหง และ

มีอัตราการผลติที่ 0.095  กรัมบีตากลแูคนตอลิตรตอช่ัวโมง ซึง่ผลการทดลองในครั้งนี้

พบวาสายพนัธุ C. parapsilosis ใหปริมาณบีตากลูแคนสูงสุดที่ 0.15 กรัมบีตากลแูคนตอ

น้ําหนกัเซลลแหงแตมีอัตราการผลิตที่ต่ํากวาคือ 0.066 กรัมบีตากลูแคนตอลิตรตอช่ัวโมง 

ซึ่งอาจเปนผลมาจาก การทดลองของ Kim และ Yun (2003) ใชการเลี้ยงแบบกึง่กะ (fed-

batch fermentation) ซึ่งอาจจะทาํใหไดผลผลิตในเวลาที่เร็วกวา 
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นอกจากนีย้ังมีการศึกษาการศึกษาของ อธิปตย (2550) ที่ศึกษาการผลิตบีตากลู

แคนโดย Saccharomyces cerevisiea TJ3 โดยใชถังหมักแบบ air lift พบวาเมื่อใชแหลง

อาหารและภาวะทีเ่หมาะสมเลี้ยงแบบกะ (batch fermentation)  พบมีปริมาณบตีากลู

แคน 783.3 มิลลิกรัม แตเมื่อเลี้ยงแบบกึง่กะบีตากลูแคนเพิ่มข้ึนเปน 1,165.4 มิลลิกรัม

และใชเวลาในการผลิต 20 ชั่วโมง ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ยีสตสายพนัธุ C. parapsilosis 

ใหปริมาณบีตากลูแคนสงูสดุที่ 1,906 มิลลิกรัม แตใชเวลาถึง 48 ชั่วโมง ซึง่หากเทียบที ่

เวลาเทากันคอื 20 ชั่วโมง Candida parapsilosis จะมีปริมาณบีตากลูแคน 1,335 

มิลลิกรัม จากผลการทดลองจะพบวายีสตสายพนัธุ C. parapsilosis นั้นมีความเหมะสม

ในการผลิตบตีากลูแคนและมีความเหมาะสมสําหรับการนําไปศึกษาเพิ่มเติมเพื่อผลิตบี

ตากลูแคนใหไดปริมาณสูงขึน้เพื่อใชประโยชนในดานอตุสาหกรรมตอไป 
 

 



 
บทที่ 5 

 
สรุปผลการทดลอง 

 

 การคัดแยกยีสตจากดินและผลไมสุกจากแหลงตางๆ จํานวน 55 ตัวอยาง โดยเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YM ที่ปรับใหคาความเปนกรดเบสเปน 4.5 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

24-48 ชั่วโมง สามารถคัดแยกยีสตได 127 สายพันธุ ซึ่งไดทําการคัดเลือกยีสตที่มีลักษณะทาง

สันฐานวิทยาที่ตางกันและเจริญไดเร็วที่สุดจากดิน 10 สายพันธุและจากผลไม 10 สายพันธุ เพื่อ

นํามาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคน  รวมกับยีสตที่ทราบสายพันธุแลวจากศูนยจุ ลินทรีย 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) จํานวน 20 สายพันธุ 

นํายีสตทั้ง 40 สายพนัธุ มาวิเคราะหปริมาณบีตากลูแคนเพื่อคัดเลือกยีสตที่ใหปริมาณบี

ตากลูแคนมากที่สุด 5 สายพนัธุ พบวายีสตที่ใหปริมาณบีตากลูแคนออกมามากที่สุด ไดแก 

Debaryomyces hansenii TISTR5155   Kluyveromyces marxianus TISTR5116   Candida 

parapsilosis    Kloeckera apiculata TISTR5090 และ Candida krusei  ตามลําดับ โดยให

ปริมาณบีตากลูแคนออกมา 0.65 0.62 0.61 0.59 และ 0.58 มิลลิกรัม ตามลําดับ  

สําหรับการหาภาวะเหมาะสมของในการผลิตบตีากลูแคน เมื่อทาํการศึกษาแหลงคารบอน

ที่เหมาะสม โดยการเลี้ยงยสีตทั้ง 5 สายพนัธุ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ YM ที่แปรผันแหลงคารบอน

ตางกนั 3 ชนดิไดแก กลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาล พบวายีสตทั้ง 5 สายพนัธุมีการเจริญไดดีและ

มีปริมาณบีตากลูแคนสูง เมือ่ใชแหลงคารบอนเปนกลูโคส ซูโครสและกากน้ําตาลตามลําดับ แต

อยางไรก็ตามยีสตสายพันธุ Kluyveromyces marxianus TISTR5116  และ Candida krusei  ให

ปริมาณบีตากลูแคนต่ํากวามากไมวาจะใชแหลงคารบอนชนิดใด จึงเลือกยีสตอีก 3 สายพนัธุที่

เหลือเทานั้นสาํหรับการทดลองตอไป 

เมื่อแปรผันปริมาณกลูโคสทีเ่หมาะสมในการผลิตบีตากลูแคน เปน 1% 5% และ 10% 

น้ําหนกัตอปริมาตร พบวาเมื่อใชความเขมขนกลูโคส 1% เปนแหลงคารบอนยีสตทั้ง 3 สายพนัธุมี

การเจริญต่ํากวาเมื่อเลีย้งในกลูโคส 5% และ10% เชนเดียวกับปริมาณบีตากลูแคนคือเมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของกลูโคส ยสีตทั้ง 3 สายพนัธุใหปริมาณบีตากลูแคนเพิ่มข้ึนดวยแตจะพบวาที่

กลูโคส 5% ใหปริมาณบีตากลูแคนที่ไมแตกตางกับทีก่ลูโคส 10% ดังนัน้กลูโคส 5% จึงเปน

ปริมาณที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตบีตากลูแคน 
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สําหรับแหลงไนโตรเจนเมื่อแปรผันปริมาณสารสกัดจากยสีตกับเพพโตนใหมีสัดสวนเปน 

0.7%:0.5% 0.5%:0.5% 0.4%:0.5% 0.3%:0.5% และ 0.1%:0.5% น้ําหนกัตอปริมาตร พบวาไม

มีผลตอการเจริญของยีสตทัง้ 3 สายพนัธุ โดยที่สัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 

0.3%:0.5% ยสีตทั้ง 3 สายพันธุมีน้าํหนักเซลลแหงมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับปริมาณบีตากลูแคน

ที่ผลิตไดมากที่สุดที่สัดสวนนี้เชนกัน 

การแปรผันปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเพื่อผลิตบีตากลูแคน โดยใชปริมาณกลาเชื้อเปน 1% 

5% และ 10% โดยปริมาตร พบวาเมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% และ 10% นั้นยีสตทัง้ 3 

สายพนัธุมีปริมาณบีตากลูแคนและการเจริญใกลเคียงกนัและสูงกวาเมื่อใชปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน

เปน  1% ดงันัน้ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตน 5% จึงเหมาะสมสําหรับการผลิตบีตากลูแคนเพราะเปน

การลดคาใชจายในการผลิต 

การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลูแคนนัน้ ทาํการแปรผันอุณหภูมิเปน 30, 

33, 37 และ40 องศาเซลเซยีส พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสยีสตทั้ง 3 สายพนัธุจะมีการ

เจริญที่ดีที่สุดรองลงมาคือ 33 และ 37 องศาเซลเซยีสตามลําดับ และที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส

ยีสตทั้ง 3 สายพนัธุมีการเจริญที่ต่ําที่สุด เชนเดียวกันกบัปริมาณบีตากลูแคนคอืจะมากที่สุดที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสสําหรับยีสตทั้ง 3 สายพนัธุและลดลงเมือ่อุณหภูมิเปน 33, 37 และ40 

องศาเซลเซยีสตามลําดับ 

เมื่อแปรผันคาความเปนกรดเบสเริ่มตนตั้งแต 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 7.0 พบวาแนวโนม

ของการเจริญยีสตทั้ง 3 สายพนัธุเปนไปในทิศทางเดยีวกนัในทุกคาความเปนกรดเบส นัน่คอื 

Candida parapsilosis จะมีการเจริญที่ดทีี่สุดรองมาคอื Debaryomyces hansenii TISTR5155 

และ Kloeckera apiculata TISTR5090 ตามลําดับ สําหรับปริมาณบีตากลูแคนพบวาที่คาความ

เปนกรดเบส 4.5  5.0 และ 5.5 นั้นจะใหปริมาณบีตากลูแคนมากกวาที่คาความเปนกรดเบส

เทากับ 6.0 และ 7.0 แตจะพบวาที่คาความเปนกรดเบส 5.0 เปนคาที่เหมาะสมในการผลิตบีตากลู

แคนสําหรับเชือ้ทั้ง 3 สายพนัธุเนื่องจากมคีา productivity สูงที่สุด 

สําหรับการผลิตบีตากลูแคนในถังหมกันัน้ เลือกยีสตสายพันธุ Debaryomyces hansenii 

TISTR5155 และ Candida parapsilosis มาทาํการศึกษาเนือ่งจากใหปริมาณบีตากลูแคน

มากกวา Y5 โดยทําการเลี้ยงแบบกะและใชภาวะที่เหมาะสมจากการ    ทดลองกอนหนานัน่คือ ใช 

5% กลูโคสน้าํหนักตอปริมาตรเปนแหลงคารบอน ใชสัดสวนของสารสกัดจากยีสตตอเพพโตนเปน 

0.3% : 0.5%  น้ําหนกัตอปริมาตร ปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเปน 5% โดยปริมาตร คาความเปนกรด

เบสควบคุมใหอยูที่ 5.0 ตลอดการทดลอง และใชอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
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พบวายีสตทัง้ 2 สายพนัธุใหปริมาณบีตากลูแคนที่สูงขึน้จากการเลี้ยงระดับขวดเขยาโดยที่

สายพนัธุ Debaryomyces hansenii TISTR5155 เพิม่จาก 1.06 เปน 1.24 กรัมตอลิตร และ

สําหรับสายพนัธุ Candida parapsilosis ปริมาณบีตากลูแคนเพิ่มจาก 1.65 เปน 3.19 กรัมตอ

ลิตร 
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ขอเสนอแนะ 

1.ควรศึกษาถงึแหลงอาหารและแหลงวิตามินทีเ่หมาะสมเพื่อเพิ่มผลผลิตใหมากขึน้ นอกจากนี้ควร

ศึกษาการใชวตัถุดิบเหลือใชทางการเกษตรมาใชเปนแหลงอาหารเพื่อเปนการลดตนทุนในการ

ผลิต 

2.ควรศึกษา ลักษณะของบตีากลูแคนที่ผลิตได เชน ความบริสุทธิ ์หาน้ําหนกัโมเลกลุ เปนตน เพือ่

เปนขอมูลพืน้ฐานในการนําบีตากลูแคนไปประยุกตใชงานหรืออุตสาหกรรมตางๆ 

3. ควรศึกษาเพิ่มเติมถงึปจจัยในการผลิตในระดับถังหมกั ไดแก การกวน การใหอากาศ รูปแบบ

การเลี้ยง เชนแบบกึ่งกะ แบบตอเนื่อง เพื่อเพิ่มผลิตใหมากขึ้น 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast malt extract (YM) 
  กลูโคส (glucose)     10 กรัม 

  เพพโตน (peptone)       5 กรัม 

  สารสกัดจากยสีต (yeast extract)      3 กรัม 

  สารสกัดจากมอลต (malt extract)     3 กรัม 

 ละลายสารสี่ชนิดในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 สําหรับการเตรียม YM ที่คาความเปนกรดเบส 4.5 ทําไดโดยปรับคาความเปนกรดเบสดวย

สารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลารกอนน้ําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yeast malt extract (YM) 
 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร

เพิ่มลงไป จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาท ี
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สูตรและวิธีการเตรียมสารละลาย 
 

1. การเตรียมกากน้ําตาล 
 นํากากน้ําตาลมาวิเคราะหปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (total sugar) โดยนํากากน้าํตาลมาเจือจาง

ดวยน้าํกลัน่ตามความเหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 1.5 

มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปน

เวลา 20 นาท ีจากนั้นนํามาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิ ีSomogyi-Nelson  

 
2. สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 
  โซเดียมคลอไรด (NaCl)     0.85 กรัม  

ละลายในน้าํกลั่น 100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
3. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 1 โมลาร 
  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (conc. HCl)  8.33 มิลลิลิตร 

  น้ํากลัน่ (Distilled water)    100 มิลลิลิตร 
 
4. สารละลายกรดแอซิติก 0.5 โมลาร  

  กรดแอซิติกเขมขน (conc. CH3COOH)  2.85 มิลลิลิตร 

  น้ํากลัน่ (Distilled water)    100 มิลลิลิตร 

  
5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 โมลาร 
  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)     4.0 กรัม 

 ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ในน้าํกลัน่ 100 มิลลิลิตร 
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6. สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส (invertase) 
6.1 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร  

โซเดียมอะซิเตต     9.10 กรัม  

กรดอะซิติก        1.9 มิลลิลิตร 

ละลายโซเดียมอะซิเตตในน้าํกลั่น 800 มลิลิลิตร เติมกรดอะซิติก ปรับ pH เปน 4.5 แลวปรับ 

ปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลัน่ 

  6.2 สารละลายเอนไซมอินเวอรเทส 

  เอนไซมอินเวอรเทส    0.15 กรัม 

 สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร   100  มิลลิลิตร 

ละลายเอนไซมอินเวอรเทส 0.15 กรัม ในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร 100 มิลลิลิตร ผสมให

เขากันแลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 

 
7. รีเอเจนตสําหรบัหาปรมิาณน้าํตาลรีดิวซดวยวิธ ี Somogyi-Nelson (Nelson,1944; Somogyi, 
1952) 
 7.1 อัลคาไลน คอปเปอร รีเอเจนต (Alkaline copper reagent) 

 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอตเฟส (Na2HPO4.12H2O) 71 กรัม และโรเซลซอลท 

(K2C4H4O6.4H2O) 40 กรัม ในน้าํกลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N ปริมาตร

100 มิลลิลิตร ดวยสารละลายคอปเปอรซลัเฟต (CuSO4) เขมขน 10% ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมให

เขากัน แลวปรบัปริมาตรสุดทาย  

 7.2 เนลสนั รีเอเจนต (Nelson’s reagent) 

 ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท ((NH4)6MoO24.4H2O) 53.2 กรัม ในน้าํปลอดประจุ 900 

มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน (conc. H2SO4) 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั เติมสารละลายโซเดียม

อาซีเนท (NaHAsO4.7H2O) ความเขมขน 12% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 

ลิตร ดวยน้าํปลอดประจุ เกบ็ในขวดสีชา ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง ถามตีะกอน กรองออกกอนนําไปใช 

8. การคาํนวณหา μ  YX/S และ Productivity         

   μ           = lnX  – lnXt
                                    t 

o

    YX/S   =    Xt  - X0

                       S0 - St             

     Productivity  =               Pt  - P0

                           t 
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กราฟมาตรฐาน 
 
 

1. กราฟมาตรฐานการวิเคราะหน้ําตาลดวยวิธ ีSomogyi-Nelson (Nelson,1944; Somogyi, 1952) 
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2. กราฟมาตรฐานการวิเคราะหน้ําตาลกลูโคสโดยวิธี peroxidase/glucose oxidase assay (Cerreia 

และคณะ,2000) 
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3. กราฟมาตรฐานความสมัพันธระหวางปริมาณกลูโคสที่ไดจากการไฮโดรไลซบีตากลูแคนโดยใช

ผลิตภัณฑ Innovacan TM เปนสารมารตรฐาน 
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รายละเอียดของชุดทดสอบในการจัดจําแนกสายพันธุยีสต (API ID 32 C) 
 

    ตารางแสดงองคประกอบ(ชนิดคารโบไฮเดรต) ของชุดทดสอบ ID 32 C 

 

Capules Tests substrates QTY(mg/cup.) 

1.0 GAL D-Galactose 0.70 

1.1 ACT Cycloheximide (ACTidione) 0.014 

1.2 SAC D-Saccharose (sucrose) 0.66 

1.3 NAG N-Acetyl-Glucosamine 0.64 

1.4 LAT Lactic acid 0.64 

1.5 ARA L-Arabinose 0.70 

1.6 CEL D-Cellobiose 0.66 

1.7 RAF D-Raffinose 2.34 

1.8 MAL D-Moltose 0.70 

1.9 TRE D-Trehalose 0.66 

1.A 2KG Potassium 2-Ketogluconate 1.09 

1.B MDG Methyl-αD-Glucopyranoside 1.92 

1.C MAN D-Mannitol 0.68 

1.D LAC D-Lactose (bovine origin) 0.70 

1.E INO Inositol 0.70 

1.F 0 No substrate - 

0.0 SOR D-Sorbitol 2.72 

0.1 XYL D-Xylose 0.70 

0.2 RIB D-Ribose 0.70 

0.3 GLY Glycerol 0.82 

0.4 RHA L-Rhamnose 0.68 

0.5 PLE Palatinose 0.66 

0.6 ERY Erythriol 1.44 
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  ตารางแสดงองคประกอบ(ชนิดคารโบไฮเดรต) ของชุดทดสอบ ID 32 C (ตอ) 

 

Capules Tests substrates QTY(mg/cup.) 

0.7 MEL D-Melibiose 0.66 

0.8 GRT Sodium Glucuronate 0.76 

0.9 MLZ D-Melezitose 0.66 

0.A GNT Potassium Gluconate 0.92 

0.B LVT Levulinic acid (Levulinate) 0.48 

0.C GLU D-Glucose 0.78 

0.D SBE L-Sorbose 0.70 

0.E GLN Glucosamine 0.68 

0.F ESC 
Esculin 

Ferric citrate 

0.28 

0.069 
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       สวนประกอบของ API C Medium 

 

Ammonium sulfate 5 g 

Monopotassium phosphate 0.31 g 

Dipotassium phosphate 0.45 g 

Disodium  phosphate 0.92 g 

Sodium chloride 0.1 g 

Calcium chloride 0.05 g 

Magnesium sulfate 0.2 g 

L-Histidine 0.005 g 

L-Tryptophan 0.02 g 

L-Methyonine 0.02 g 

Gelling agent 0.5 g 

Vitamin solution 1 ml 

Trace elements 10 ml 

Demierelized water To make 1000 ml 

Final pH :6.4-6.8 at 20-25 oC  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวนิชนนัท  ชวนชืน่  เกิดเมื่อวนัที ่ 23 กรกฎาคม  พ.ศ. 2525 ที่จังหวัด กาญจนบุรี 

สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนหอวงั สําเรจ็การศึกษาวทิยาศาสตรบัณฑิต

สาขาวิชาชีววทิยา มหาวทิยาลัยมหิดล เมื่อปการศึกษา 2547 และเขาศึกษาตอในระดับวิทยา

ศาสตรมหาบณัฑิต หลักสตูรจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2548 
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